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S

GIRIS

Romatoid Artrit (RA); eklemleide afii, seitlik ve sislige neden olarak
fonksiyon kaybna yol acan kronik otoimmiin bir hastaliktin En sik karsilasilan
otoimmiin romatizmal hastalik olup, biitiin diinyada gorillme siklign yaklasik
%1°dir  Patogenez, genetik ve geviesel bazi faktdrlerin tetikieyici olarak 1ol
oynadiklart ispatlandift halde, hala tam olarak aydmnlatilamanustu. Ancak
hastah@n baslangici net olmasa da devamhligi saglayanm immunolojik olaylar

oldugu ve bunun eklem hasarmda rol oynadig: iyi bilinmektedir (1).

RA’ll olgulann cogunlugunda hastalik oitaya c¢iktiktan sonta iki yil
icerisinde belirgin eklem hasan goriibmektedir. Siklhikla RA tansimm klinik ve
radyolojik olarak koyuldugu zaman, eklem kikudaginda kalici hasar olusmaya
baslammstir Ileriki donemlerde bu, sekonder artroz seklinde sekel olarak kalabilir.
Frken eviede tani ve tedavi belirgin eklem hasanm onleyebilir Hastaligin yol
actigr risklet ve harcamalar diisiintiliirse, ilk semptomlat ortaya ¢iktign an
ilibariyle.RA’mn diger eklem hastaliklarindan ayirict tanisinin yapilmast oldukea
onemlidir. Bu sekilde, kalici eklem hasari olusmadan hastaligin tedavi edilmesi
bugtin icin kabul edilen goriistiir Hastaligin kesin tamsi klinik verilere dayanur.
Ancak hastahiga 6zgii olatak gelisen otoantikorlarin serolojik bir parametre olarak
kullanilmasi, hem hastaliin tamnmasinda hem de diget patolojilerden ayut
edilmesinde son derece onemlidir. Ozellikle RA'min ilk eviesinde biitiin
semptomlar ortaya ¢ikmadan &nce hastaligim teshis edilmest hasta adina biiyiik

yarar saglayabilir (2,3)

Bugiin, RA’l: olgularin kaninda ¢esitli otoantijenlere karsi ¢ok sayida
dolasan antikor oldugunu bilmekteyiz Bunlar ig¢inde en iyl bilinen, IgG
molekiiliiniin ¥, fragmanma karst gelisen romatoid faktor (RFYdins. RA’h
hastalarin yaklasik %75°inde RF antikoru pozitiftit Ancak RF, diger otoimmiin
bozukluklarda, infeksiyon hastaliklarinda ve hatta sagliklt bireylerde (%3-5) de
bulunabildiginden RA’ya ozgiilligh smuhdir Buna ragmen RF, Romatoid

Artrit’de yaygin olarak tant amacl kullanilan bir parametredin. RF vailigi, ACR



(American College of Rheumotology) taratindan kabul edilen RA tam
kriterlerinden biridit (4) '

Bugiin, yapisinda sitrulin iceren proteinlere kargt gelistigi gosterilmig bir
giup antikorun RA igin RF*den ¢ok daha spesifik oldugu anlasilmisty Bu gruptan
ilk . olarak 1970°de RA’lI hasta serumlarinda yanak mukoza hiicrelerinin
keratohyalin graniillerinde bulunan, farklilagms filaggiin proteinine karsi gelismis
antiperiniikleer faktor (APF) tanimlanmigtu. Ardindan aym antijene kars: gelisen
anti keratin antikor (AKA) ve antifillagiin antikor (AFA) bulunmustur. Hiicre
farklilasmas: suasinda, filaggrin alt birimlerine pargalanir. Daha sonia filaggrinin
vapisindaki aijinin aminoasit kalntilar, enzimatik olaiak postiranslasyonel
modifikasyona ugrar ve sitrulin aminoasidine dontigti. Sittulinlenme yada
deiminasyon adi verilen doniisiim, Ca™ bagimli bir enzim ailesi olan,
peptidilarjinin deiminaz (PAD) grubu tarafindan katalizlenit Olugan protein,
tersiver yapisi farkli ve antijenitesi daha fazla olan yeni bir proteindir ve bir
otoantijen gibi hareket eder. RA’da periferik kandan sinoviyuma néirofillerin de
gt ettigi bilinmektedir. Inflamasyonun etkisiyle artan nétrofil membian
gecirgenligi, hiicre i¢i Ca™" konsantiasyonunu arttiri. Buda ndtrofillerdeki PAD4
enziminin aktive ohlmasma neden olur. Aktive PAD4, ekstiavaskuler fibrin
proteinini sitrulinler ve olusan bu modifiye fibiin proteinine karsi, bolgesel
dzellesmis B lenfositler tarafindan otoantikor sentezlenit Sitrulinli peptitlere kars
gelisen bu antikorlar, RA’ll hastalaum hem sinoviyal dokularinda hemde

serumlarinda gosterilmis olup hastalik i¢in oldukga spesifiktir (5-9).

Sitriilinli peptidler ve diger antijenler, RA’nm erken tanisinda ve
prognozunda belirteg olarak kullanilabilit. Bugiin AFA’lara kiyasla ¢ok daha
kolay kullamlan sentetik siklik sitriilinlenmis peptitlere (CCP) karsi geligen
otoantikorlatin (anti CCP) dlctimii giindemdedir. ELISA (Enzime Linked Immuno
Sorbant Assay) yontemiyle kolayea tayin edilebilmesi, spesifikligi, erozif artiit
formunu dnceden saptayabilme 6zelligi ile ok erken donemde RA tamisina imkan

vermesi ve prognozu yansitmast nedeniyle siklik sititilinli peptidlerin gelecekte



RA icin Dbaslica serolojik belirteg olma potansiyeli yiiksektii. RA’da

otoantikotlarin patojenik 6zellikleri hala tartigtlimaktadi (7-9)

Romatoid artrit multifaktorival bir hastaliktu. Bu giine kadar yapilan bir
¢ok ¢aligma, inflamatuvar eklem patogenezinde ve inflamasyonun
kroniklesmesinde nitrik oksidin (NO) de rolii oldugunu gostermistis (10-15) 1lk
kez 1995°te Sakwai ve artk. RA’da kondiosit ve sinoviyositler ile yapilan
immunhistokimya deneylerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS)
ekpresyonunu gstermislerdir (10). Normal durumda eklem i¢indeki major NO
kaynag kondiositler ve sinovisitik fibroblastlar iken, inflamasyonda eklem it en
dnemli NO kaynaginin, periferden bolgeye goc eden monositletin olusturdugu
makrofajlar oldugu anlagilmigtir (11,12) Yine inflamatuvar eklem alanma gic
eden notrofillerin de &zellikle artan iINOS aktiviteleri iizerinden NO sentezini
arttrarak patogeneze katkida bulundugunu gdsteren caligmalar vardir (13,16).
Ozellikle 1L-1 basta olmak iizere baz1 sitokinlerin uyarisiyla kondrositler, bilgesel
makrofajlar ve nétrofillerde NO sentezi artar Artan NO’nun artrit patogenezinde,
kondrositlerde apopitozisi artbiraiak, siklooksijenaz enzimini (COX) ve matriks
metalloproteinazlain  (MMPs) aktive ederek etki gdsterdigi bilinmek‘[edil

(11,12,14,15)

Bizim bu ¢alismadaki ilk amacinz, aktif donemdeki ve remisyondaki
romatoid artritli vakalarin serumunda, 1omatoid faktér ile birlikte sititidindi
peptitlere kaisi gelisen antikor seviyelerini saptamak, ayni vakalarn periferik kan
nétrofil ve mononiikleer hiicrelerinde PAD enzim aktivitesini ve nitrik oksit (NO)
diizeﬁni tayin etmek ve bunlarin hastalik aktivitesi ile olast iligkilerini
degerlendirmek, ikinci amacimuz ise, invitio deney ortaminda, lékositlerdeki PAD

enzimi aktivitesiyle NO diizeyi arasindaki olasi bir iliskiyi arastirmakt



GENEL BIiLGi

1.1 ROMATOID ARTRIT
1.1.1. Genel Bilgi

Romatoid artrit (RA), primer olarak el ve ayaklaimn kiiciik eklemlerini
tutan simettik poliartrikiiler bir hastaliktir. Poliaitritle smuh olmayip daima eklem
dist semptom ve bulgular da gosteren bu tablo insanlarda en sik goriillen sistemik,
otoimmun hastalik olarak bilinmektedir Normalde ¢ok az sayida hiicresel eleman
iceten sinoviyum RA'li vakalaida, ¢ok sayida lenfosit ve makiofaj tarafindan
infiltre edilir. Makrofaj ve fibroblast benzeti sinovival hiicrelerdeki hiperplazi ve
bu hiicrelerden salgilanan metalloproteinaz ve serin proteazlar gibi yikic1 enzimler
sayesinde extiaselliller matiikste yikim baglar ve eklem yapisimda hasar ortava

cikar (1)
1.1.2. Etyoloji ve Patogenez

Romatoid artrit  (RA), toplumun % 0.5-1’ini etkileyen en sik
kargilagugumiz inflamatuvar artrit tablosudur (2-4). Vakalain %80°i 35-80 yas
atasindadur. Hastaligin pik yaptigi donemler ise kadinlar icin 55-65 vas, erkekler
i¢inse 65-75 yas arasidu. RA’mn kadinlarda goriilme sikhigy diger otoimmun
hastaliklarda oldugu gibi etkeklerden daha fazladi (kadin/erkek: orami: 3/ 1) Bu

oran geng hastalarda 4/1 gibiyken, vas ilerledikge hemen hemen esitlenit (3.4)

Romatoid artrit 6zellikle bir eklem hastaligh olarak kabu! edilse de eklem
dig1 bazt patolojilere de neden olabilir. Bu da 1omatoid artritin bazt major organ
sistemlerini tutabilen sistemik bit hastalik oldugunu géstermistir Bazi vakalarda
bu eklem digt bulgulaia katki saglayan immun kompleks olusumu ile bitlikte,
tomatoid faktor,(RF) iiretimi séz konusudur. Romatoit artrit i¢in en esrarengiz

soru, primer hedefin nigin eklemler oldugudui. Bunun anlasilmasi, inflamatuvar



hitcreletin ve antijenlerin eklemlere ilgisinin ve eklemi hedef alan spesifik
teseptdtlerin - ve inflamasyonun merkezindeki kemotaktik ajanlaiin  neler

oldugunun anlasilmasina baghdir (2,3).

Giintimiizde major doku uyum kompleksi II (MHC II) ve spesifik RF
geninin bulunmas: ile yapilan detayli immunogenetik calismalar birgok Snemli
ipucu saglanmusti. Ancak bugiin hala romatoid artritin sebebi kesin olarak
bilinmemektedir. 1990’1 yillaiin  bagindan bu  yana patogenez alanmda,
inflamasyonun kiigiik molekillii aracilar: (aragidonik asit ve metabolitleri).
sitokinler, biliyime faktoileri, hiicte adezyon molekiilleri ve matriks
metalloproteinazlart dikkatle incelenmistii. Bu titinler hem sinoviyositlerin
aktivasyonuna ve proliferasyonuna hem de periferal kan hiicrelerinin
aktivasyonuna neden olur Proteazlai, eklem kikirdagi, subkondral kemik,
tendonlar ve ligamentlerin yikinuna yol agarak patolojinin lokalize bir tiimér gibi
davranmasma neden olutlar, Giliniimiize kadar  yaplons birgok ¢alisma
inflamatuvar  eklem patogenezinde ve inflamasyonun kroniklesmesinde
endotelden saliman gevseme faktorii (EDRF) olarak da bilinen nitiik oksidin (NO)
de 10lii oldugunu gostermisti (10-15) Iik kez 1995°te Sakurai ve ark,, RA’da
kondiosit  ve Sinoviyositlet ile yapilan immunhistokimya deneylerinde
indiiklenebilit nitiik oksit sentazin (INOS) ekpresyonunu gostermislerdin (10).
Normal dutumda eklem ig¢indeki major NO kaynag kondrositler ve sinovisitik
fibroblastlar iken, inflamasyonda eklem i¢i en dnemli NO kaynaginin, periferden
bolgeye gic eden monositlerin olusturdugu makrofajlar - oldugu anlasiimistir
(11,12). Yine inflamatuvar eklem alanina gé¢ eden nétrofillerin de, dzellikle artan
iINOS  aktiviteleri tizerinden NO sentezini arttirarak patogeneze katkida
bulundugunu gosteren ¢alismalar vardir (13,16), Ozellikle intertokin-1 (IL-1)
basta olmak iizete bazi sitokinletin uyarisiyla kondrositler, bolgesel makiofajlar
ve nétrofillerde NO sentezi artar. Artan NO’nun aitiit patogenezinde,
‘kondrsitlerde apopitozisi arttizarak, siklooksijenaz enzimini (COX) ve matriks
metalloproteinaziarr  (MMPs) aktive ederek etki gosterdigi bilinmektedir
(11,12,14,15).



Calismalar, geti déniisiimsiiz eklem kikudak yikimumn tomatoid artiitin
etken déneminde basladifini gostermektedit. Bu nedenle tedaviye, eklem

hasarindan korunmak i¢in erken dénemde baslanmasi zorunludur (3)

Romatoid artritin patogenezi, genetik ve ceviesel baz faktérlerin
tetikleyici olduklar: ispatlandigi halde tam olaiak aydinlatitamanmustir. Ancak
hastaligin baslangici net olmasa da devamhligi saglayanin immunolojik olaylar

oldugu bilinmektedii (3,4).
1.1.3. Romatoid artrit gelisimine yatkinhk
Genetik Faktorler

Romatoid artiit patogenezi bugiin de esrarengizligini korwken, yapilan
calismalar genetik ve ceviesel faktorlerin her ikisinin de sorumlu oldugunu
gostetmektedir  Genetikgiler yalmz olmamakla birlikte baskmn olan 1isk
faktoriintin kiginin MHC- 11 haplotipi olduguna inanmaktadir. 6. kromozomdaki
MHC’de lokalize olan insaﬁ l16kosit antijen (HLA) geni ve romatoid aitrit
arasindaki genetik baglanti ilk kez 1970°li yillarda tanumlannmug ve romatoid

artritli vakalarin % 70’inde HLA DR + bulunmustus (5).
(evresel Faktorler

Tek yumurta ikizlerinde romatoid arlritin es zamanl goriilime oraninm %
100 olmadifmin saptanmasi lizerine genetik olmayan baz1 faktéilerin de hastalik

etyolojisinde rol aldig1 anlasilmisti (6).

Romatoid aitrit kadimlarda baskin olan kionik inflamatuvar hastaliklardan
bitisidit. Kadi/Eikek oram 2:1 ile 4:1 atasindadu Cinsiyet farkinm temelinde
kesin olarak bilinmese de hormonlarm immun fonksiyona olan etkileri oldugu
diigiiniilmektedir, Yapilan ¢aligmalar, romatoid artritli erkeklerde 6zellikle

testosteronun daha diigiik ve oral kontiaseptif kullanan kadmlarda romatoid artiit



gelisme riskinin daha nadir oldugunu gdstermistir Bu bilgiler hastalik gelisiminde
hormonal faktérlerin 6nemli 10l alabilecegini desteklemektedir Gebelik de
romatoid artrit geligimi igin bit risk faktdrli olarak kabul edilmistic. Ancak
caligmalar gebelik stiresince romatoid artiit baslangicinin ¢ok nadir oldugunu,
dogumdan sonra ise arttigim gostermistir Sigara kullamnu Gzellikle erkeklerde
artan RF sentezi ve romatoid artiit gelisme riski ile iliskilidin (7) Bakteriler ve
viruslar  gibi pek ¢ok infeksiyon ajammnin 1omatoid artriti tetikledigi one
stirlilmtistiic. Fakat infeksiyon ajanlariyla romatoid artrit gelisimi arasinda bir

itiski bulunamanustir (7)

1.1.4. Romatoid Artrit Klinigi

Romatoid arfrit esas olarak periferik eklemleri tutan kronik, ilerleyici,
sistemik inflamatuvar bir patolojidir. Hafiften agma kadar gesitli derecelerde
fonksiyon kaybina neden olmast ve bunlarin émiir boyu siitebilmesi nedeniyle
onemli sosyal, psikolojik ve ekonomik sorunlara yol agar. Yavas veya ani ve
siddetli baslangicli olabilir, Tiim vakalardaki genel semptomlar simetrik eklem
agrist ve sisligi halsizlik ve sabah tutuklugudur. Hastaligin seyri degiskenlik
gosterit. Bazi vakalarda hafif kisa stiwehi oligoartrikiler eklem tutulumu ve
minimal harabiyetle gideiken bazi vakalarda ciddi eklem harabiyetine yol agan
ilerleyici poliartrit tablosu gosterir. Vakalann ¢ogu ise bu iki ucun arasinda kalr
ve sinsi baslangigchdn Gidisat ise ¢oguniukla tedavinin devamuni gerektitmeyecek
kismi veya tam 1emisyonlaila karakterizedir Remisyon stireleri toplami hastalik
stiresinden uzundw  Romatoid artritin - eklem  semptomlar, hastaligin
baslangicinda 6zellikle kiigitk eklemleti tutan simetrik inflamatuvar bir poliartrit
ile karakterizedir. Sikhkla etkilenen eklemler el ve ayak paimaklan basta olmak
tizete el bilegl, diz ve ayak bilegidii. Hastalikta eklem digi tutulumlar 6zellikle
bagska agu patolojilere sahip vakalarda goriilebilir ve okiiler, pulmoner,
hematolojik, vaskiiler, kardiyak, nérolojik ve mukozal dokulair etkileyebilir.
1980°1i yalardan bu yana bilinen bu patolojinin diger kronik aitritlerden ayrilmasi

uzun yillar almgtir (8).




1.1.5. Romatoid Arérit Tanisi
Klinik Tam

Romatoid artrit tamisy tipik ve ilerlemis vakalarda 6nemli bir zorluk
gostetmezken, ctken ve atipik vakalaida kesin taniyt koymak miimkin
olmayabilit Hastaligin tamst esas olarak klinik bulgulara dayanur. Bugiin i¢in en
stk kullantlan Amerikan Romatizma Derneginin (ACR) 1987°de yeniden

ditzenledigi tam kriterleridir (9).

1987 ACR Tam Kriterleri
1. Sabah tutuklugu (60 dakikadan uzun siireli}
. 3 veya daha fazla eklemde artiit

. El eklemlerinde artrit

2

3

4. Simetrik artrit
5. Romatoid nodiil vailig
6. REFE pozitifligi

7

. FEl ve el bilegi direkt grafilerinde erozyon veya dekalsifikasyon vatligi.
1.2. ROMATOID ARTRIT VE OTOANTIKORLAR

Romatoid artritte immun yanitm direkt olarak kisinin kendi antikorlarina
kars: gelismis olabilecegi romatoid artiitli vakalatin kaninda RF"nin bulunmast ile
fark edilmistin ilk olarak Waalet daha sonrada Rose tarafindan tanimlanan bu
faktijtml, 1950’lerin ortasinda Kunkel ve atkadaslan tarafindan bir otoantikor
oldugu éne siiriilmiistiir. Buda romatoid artritin otoimmun bir hastalik oldugunu

gostermistit (1).



1.2.1 Romatoid Faktdr

Romatoid faktériin bir antikor olaiak tanunlanmasi ve romatoid artritli
hastalarm  kanlaimmda  romatoid faktérin (RF) saptanmast  otoimmunitenin
romatoid artrit patogenezinde rol oynayabileceginin ilk kamiti olmustur. RF, ilk
dlarak 1939°da Waaler tarafindan tammlanmis ve ileileyen villarda bunun
romatoid artritli vakalarin sinoviyumlarinda 1 lenfositlerce aktive edilmis B
lenfositler tarafindan sentezlenen ve salinan, lgG’nin Fe fragmanina karst gelismis
bit antikor oldugu anlasilnustir Bu bilgiler romatoid artritin, otoantikorlarin
:.:' aracilik ettigi otoimmun bir hastalik olabilecegini diistindiinmiistit Hastaliga
"yaka]anan vakalarin % 80 kadarmin RF seropozitit olmasi bu diisiinceyi
giglendimmistit. 1960’larda RE"nin RA patogenezindeki primet roliniin immun
kompleks atacilt bir hastalik baslatmak oldugu o©ne stniilmiistiir. RF’nin
semptomlar baslamadan once pozitiflesmesi hastalik baslangicinda bir 10lii
: ‘olmadigim diistindiirse de hastaligin stiudtriilmesinde immun sistemin biiyiik rolt
oldugu bilinmektedir. Ozellikle ciddi seyreden ve eklem digi komplikasyonlar
~(vaskiilit, tomatoid nodiil) olan romatoid artritli hastalaida daha ytiksek bulunmasi

bunu desteklemektedir (3,4,6-9,17)

Bu hipoteze gdre RF ve belkide komplemana bagh bagka otoantikorlar
tarafindan immun kompleksler olusturulmakta ve kompleman 5a (Cla) gibi
kemotaktik faktorler salinmaktadir. Bunlarin etkisiyle basta nétrofiller olmak
- lizere romatoid ekleme gelen inflamatuvar hiicreler burada aktive olup

salgiladiklan proteolitik enzimletle eklem hasarina katkida bulunmaktadir (1),

Bugiin gelinen nokta bu bilgile1i dogrular niteliktedir Ancak bu tablonun
RA i¢gin 6zel olmadifi, immunite aracth enfeksiyon hastaliklarm ¢odu igin

gegerli oldugu da bilinmektedir (1-3).

RA’Il hastalaim kaninda gesitli otoantijenlere kast gelismis ¢ok sayida
dolasan antikor tespit edilmistit. RF bunlarm en iyi bilineni ve klinikte en sikhikda

kullanilanidir Ancak bu antikorun kronik inflamatuvar hastaliklarn gogunda hatta



ileri vastaki saglikli bireylerde bile saptanmis olmast RA igin spesifitesini

kisitlamaktadir (4,5)
1.2.2. Sitrulinlenmis peptid antikorlar:

Giiniinnizde RA i¢in RF’den ¢ok daha spesifik bir otoantikor ailesi
tammlanmistir (6) Bu antikorlann, yapisinda sitrulin igeren proteinlere kaisi

gelistigi gosterilmistir

Ik olarak 1970°de RA’lr hasta serumlarinda yanak mukoza hiicrelerinin
periniikleer graniilletine baglanan antiperiniikleer faktér (APF) antikorlai
tanimlannmustu.  Bu  antikorlar, difel‘ansiye yanak mukoza hicrelerinin
sitoplazmasindaki ‘graniillerin protein kismma karst olusan antikorlardu  APF,
nispeten duyarhligy yiiksek (RA’li olgularin %49-91’inde) ve kuvvetli ozgiilliik
(%73-99) gosteren bir antikordur Toplumda az sayida bireyden dondr olarak
faydalanilarak periniikleer fakidr eksprese edebilen diferansiye yanak mukoza
hiicreleri elde edilebilit Antikorun diizeyleri indirekt immiinfloresans yontemiyle
sleiilmektedir. APT oldukga duyarh ve 6zgiil bir test olmasina rtagmen kolay tayin

edilemedigi i¢in rutin tan1 kriteti olarak tercih edilmemektedit (1,7-9,17-19).

Sitriilinlenmis peptit antikor ailesinin diger bii liyesi bit epitel proteini
olan filaggrine karsi olusmus anti keratin antikor (AKA)dur AKA’da APT
antikotfar: gibi aym antijene kargt olugui. RA’lt hastalaim %36-59 unun
serumunda  bu antikorlara rastlanr. RA  igin  oldukca &zgiil (%88-99)
otoantikorlardu AKA, indirekt immiinfloresans yontemi ile tayin edilir. APF'de
oldugu gibi bu antikorlanm tayininde de benzer zotluklarla karsilagildigindan her
ikisi de RA .'ic;in potansiyel tant gdstergesi olabilmelerine ragmen teknik
glicliklerden dolay1 tercih edilmemektedit. Hem AKA hem de APF yanak
mukoza hiicreletinin keratohyalin graniillerinde bulunan farkhlasmus filaggtin
proteinine karst olustugundan antifillagiin antikor (AFA) olarak da tanimlamilar
Hiicre farklilasmas: smasinda filaggrin alt birimlerine pargalanu Daha soma

filaggrinin  yapisindaki  arjinin  aminoasit kalintdaii  enzimatik  olarak
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posttranslasyonel modifikasyona ugiar ve sittulin aminoasidine dontisiit. AFA,
AKA ve APF modifive olan filaggrin proteinine karst gelisit AFA, RA i¢in
~ oldukea 6zgiil (%99) bir test olmasina 1agmen diger parametielerde oldugu gibi
analiz  yontemindeki teknik zorluklardan dolayr uygulanmasi yayginbk

kazanmamustir (20-23).

Filaggrin antijenini saf olarak elde etmek ¢ok zordur Sitiulinin antijenik
yap icin mutlaka gerekli oldugu anlasildikian sonra sitrulinli peptidierin antijen
olarak kullantlmasi fikii 6ne stiriilmiistiir Bu amagla bagta dokuz farkl sitrulin
peptidi bitlestirilerek test duyarhligs %76°ya ve Szgiilligt %96°ya yikselmistir.
Bu test daha sonia gelistirilmis ve daha basit yapida olan, RA otoantikoilar
tarafindan en iyi sekilde tamnan, tek bir siklik peptid kullanilmaya baglanmigtu

(8,17)

Sitriilinli peptidler ve diger antijenler RA'mn erken tamisinda ve prognoz
da beli.rteg olarak kullanilabilir. Bunlar icerisinde 6zellikle siklik sitiiilin peptidleri
(CCP), ELISA yénlemiyle kolayca tayin edilebilmesi nedeniyle 6n planda ver alir
Spesifikligi, eroziv formu 8nceden saptayabilme ozelligi ve ¢ok erken donemde
RA tamsina imkan vermesi nedeniyle siklik sitriflin peptidlerinin gelecekte RA
icin baslica serolojik belirteg olma potansiyeli yiksektir Ayrca anti-CCP diger

parametrelere gore birkag nedenden dolay: daha avantajlidi (24-28).

o Anti-CCP, APT' ve AKA kadat dzgil bir testtir. Diger parametrelere gote

analiz kolaylig ve avantaji vardir. Immunfloresans metoduna bagl teknik

zorluklar anti-CCP igin ELISA yontemi ile agilngtit (29-31)

o Anti-CCP antikorlari, duyarlibgn hafif diisiik olmasina 1agmen RAda gok
eitken evrede serumda saptanabilmekiedit Bu otoantikorlar, RA igin

prognoz takibinde kullamlabilecek iyi bir parametre olarak gdziikmektedix

G31).
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Anti-CCP antikoilar: eroziv ve eroziv olmayan RA ayirici tamsinda ¢ok
gliclti bir parametredir RA’da anti-CCP, RF ile birlikte bakildiginda

prognoz takibi acisindan ¢ok daha etkili olabilir (31)

Anti-CCP pozitif olan RA’l1 olgularda radyolojik olarak eklem hasari,
negatif olanlara gre daha belirgindit. Bu, anti-CCP antikorlanmm prognoz
agisindan  dnemii  oldugunu gostermektedir. Bu antikorlarn  belitli
araliklarla tayini klinik takipte faydali olabilir. Yapilan ¢alismalar RF nin
anti-CCP’ye gore daha duvaili (%62) fakat daha az 6zgiil (%84) bir test
oldugu gostermistir (31).

Bu hastalarda anti-CCP ve IgM-RT beraber bakildiinda, tek basina anti-
CCP’ye gore ozgulliigiin %98’den %99 6°ya yiikseldigr gorillmiistiir.
Anti-CCP reaktivitesi ile erken evredeki artrit arasinda anlamit bix
korelasyon saptanmustit. RA’nm  erken tamsi igin  yapilan klinik
cahigmalarda kaher artiit ile en giiclii korelasyonun anti-CCP pozitifligi ve
sernptomlarin devamliligs arasinda oldugu gosterilmistir. Artrit olgularinda
etken evrede (1 yildan daha kisa siitede tani koyulan hastalar) anti-CCP ile
korefasyonun anlamli derecede yiiksek oldugu gézlenmistic Bu da anti-
CCP'nin erken eviede tam  kriteri olatak  kullandabilmesini
desteklemektedir  Eiken dénemde RA tamsi, tedavi stratéjisinin
belirlenmesine vardimer olabilir. Gerekirse ¢ok giighit bir farmakolojik
tedavi uygulanarak eklem hasarinin iletlemesi geciktirilebilir ve hastaligim

dogal gidisi iyilestirilebilir (31).

Frken eviede RA’min poliartritli olgulardan ayirier tanisinda, anti-CCP’in
IgM-RF ile bitlikte bakilmasi tek bagma [gM-RF’e gére daha degerhidir.
Anti-CCP testinin  dzgiilliigiinii  saglayan bir diger kiiterin, RA
inflamasyon bilgesinde antijen cevabina karst olgunlagsan CCP’ye 6zgii B
fenfosit hiicrelerinin varhig: oldugu ileri stiriitmektedir Anti-CCP pozitif

RA’lI1 olgulann sinoviyal sivilarindan alinan drneklerde B lenfositlerin
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fenfositles veya anti-CCP negatif olgularin sinoviyal sivisindaki B

Jenfositler ise bu antikorlan tiretmez (32-35)

7 Anti-CCP, RA'da erken tam koyulmasi ve sinoviti olan hastalaida erken
aijnemde RAnin saptanmasinin yamsira sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi
diget bag dokusu hastaliklanndan da ayuict tamsinda degerli bir parametredir.
Yapxlan tim calismalar sitréilin antijenlerinin RA’min tamsinda, prognozunda ve
tedavisinin diizenlenmesinde &nemli bir 1olii oldugunu ileti stirmektedis. RA’da
‘otoantikorlarin patojenik ozellikleri hala tartigtlmaktadir. Sitriilin peptidleii ve
£ diger antijenler RA’min erken tamisinda ve prognozunda belirteg olarak
* kullamlabilir. Bunlar igerisinde &zellikle sikiik sitriilinli peptidlete karst gelisen
" antikorlar ELISA yéntemiyle kolayca tayin edilebilmesi nedeniyle 6n planda ye:
- alr Spesifiklifi, eroziv formu onceden saptayabilme ozelligi ve ¢ok etken
dénemde RA tanisina imkan vermesi nedeniyle siklik sitriilin peptidletinin

gelecekte RA igin baglica serolojik belitte¢ olma potansiyeli yiiksektir (36-38).

Anti-CCP antikorlan, sitrulin peptidlerine karst olusan otoantikorlardir.
Son zamanlarda vapilan klinik ¢alismalar Anti-CCP’nin RA igin oldukga 6zgiil
(%98) ve duyatli (%68-75) bir test oldugunu gostermektedit Bunlar sebeple RA
icin en degerli belirtecin, %98’lik spesifiteyle vakalarin %80 kadainin
serumlaninda saptanabilen anti CCP oldugu diigtintilmektedit Bu antikorun
isimlendirilmesi, l¢timii icin kullanilan metoda gére yapilmustin (24,25). RA igin
oldukca spesifik olan anti CCP antikorlan hastaligin ¢ok etken dénemlerinde
saptanabilmekte ve klinik gidisi bityiik dlgiide yansitabilmektedir. Bu sebeplerden
St 1omatologlar tarafindan RE’den daha faydali bir belirteg olarak kabul

edilmekiedir (24,25).
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. 1.2.3. Peptidilarjinin Deiminaz (PAD)

PAD (EC 35315 proteinlerin yapisindaki arjinin  reziduletinin
guanidino grubunu tireido grubuna hidrolize edeiek sitrulin 1ezidulerine ceviren
" ve reaksiyon sonunda NH3 agiga ¢ikartan bir enzimdir (39-43). Sitiulin standart
olmayan bir amino asittit ve translasyon sirasinda proteinletin yapisina katilmaz.
Ancak bazi durumlaida proteinlerin yapismdaki aijininlerin posttranslasyonel
enzimatik deiminasyonu ile sitruline dénmelesi sonucu sitrulin iceren moditiye
proteinler olugabilir (sekil 22 1) Bu reaksiyon sitrulinasyon olarak adlandinhr ve

katalizleyen enzim peptidilarjinin deiminaz (PAD)dir (39-43)

Arginine Citrulline
I\IH > rﬂ‘H‘g
q-m« Sun £ f - N C‘i:mg ¥
N Ca2’ NH
H,0 + Ci.l—‘lz o i ':f_ilzul2 + NH; + H+
€ H; _ GH,
GHL, P AL GH,
FLCOMNH® LN,
OO CL¥O

Sekil 1.2.1. PAD’m katalizledigi posttranslasyonel arjinin modifikasyonu

Ca*" bagimhidir (34).

Bu enzimin memelilerde, her biri farkls doku dagilimina sahip 4 izoformu
bulunmugtur (34). Ca™ iyonuna bagimli olan enzimin PAD1 ve PAD3 izoformlar
baslica epidermis ve sag follikiillerinde (34-36), PAD?2 kas, beyin dokusu ve
hematopoetik hiicrelerde, PAD4 ise (insanda PADS olarakta bilinir) primer olarak

hematopoetik hiicrelerde goriilmistiie (36).

- 14




Fersiver yapi sitrulinlenme boyunca degisir

Sekil L2.2, Arjinin rezidiilerinin deiminasyonu melekiil icerisindeki non

kovalent baglar1 parcalayarak proteinin tersiyer yapismi degistirir

Northern  blot  teknigiyle PAD4 proteininin dokulardaki  dagilimi
incelendiginde bu izoformun dzellikle kemik iliginde ve periferik kandaki nétrofil
ve monositlerde yiiksek miktarlarda sentezlendigi gosterilmistir (43-47). Saghikli
bireylerde vapillan  immunhistokimyasal ¢aligmalar  sonucunda  kandaki
nétrofillerde PAD aktivitesinin ¢ogunun PAD4’e, lenfosit ve monositlerde ise

PAD2 ve PAD4’¢ ait oldugu gosterilmigtit (43-47).
1.2.4. Romatoid Artrit ve Anti CCP Antikorlan

RA’h vakalarin sinovival doku &rneklerinde ve sinoviyal sivilarindaki
anti-CCP miktarlarr ayn1 hastalanin serum degerlerinden sirasiyla 7,5 ve 1,4 kat
daha fazla bulunmustur (47) Bununla beraber anti-CCP antikorlarnin sentezleyen
hiicreler RA’lt sinoviyal dokuda saptanmugtir. Bu veriler bir araya getirildiginde
RA’ll sinoviyumda anti-CCP’ye spesifik B lenfositlerin gelisimine neden olan
sitrulinlenmis proteinlerin olustugu sonucu ¢ikmaktadu Gergektende bugiin RA’L1
sinoviyumda sittulinlenmis  proteinlerin  vailigt yapilan immunhistokimyasal

caligmalar ile gosterilmistir (47-52).
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1.3. PAD’IN ROMATOID ARTRITTEKI YERI

RA’h sinoviyal dokuda anti CCP ve sitrulinlenmis proteinlerin varhgmin
gosterilmesi bu alanda PAD enziminin de olmast gerektigini akla getirmistir.
Bugin RA’ln  vakalarin  sinoviyal dokulaninda, insitu RI-PCR  ve
immunhistokimyasal teknikler kullanilarak sittulinlenmis proteinlerin yamsira
PAD4 ve PAD2 proteinletinin varlign da kanitlanmistir Sinoviyal dokuda bu
enzimin kaynag olarak iki hiicre gosterilmistit; aktive makrofajlar ve notrofiller
(53,54) RA’da, periferik kandan sinoviyal dokuya gok sayida monosit go¢ eder.
Ekleme ulagan monositler aktive makiofajlara dontigerek sinoviyal mambrana
yerlesitler Bu hiicielerin PAD2  ve PAD4 sentezledigi ve RA’hlarda
sitrulinlenmis protein igerdikleri gosterilmistit (27,35,38,39). Intlamasyona bagh
olarak artan membian gegirgenligi sonucu hiicre igi Ca'" konsantrasyonu ylikselin
Buna bagh olarak aktive olan PAD enzimi makiofajlaida bulunan vimentin
proteinini sittulinler Bu dontigimden sorumlu olan enzimin PAD2 izoformudur
Olusan modifiye vimentin proteinine karsi, sinoviyal doku B lenfositleri
tarafmdan spesifik otoantikotlar sentezlenii Anti Sa antikorlar olarak tanimlanan
bu antikorlar RA’Il hastalann serumlarinda da gosteiilmis olup ¢ok yiksek bii
spesifiteye - sahiptit  Ancak suan ticari  bir kiti olmadifindan 1utinde

kullamlamamaktadit (27.39,40)

RA’da periferik  kandan  sinoviyuma notrofillerin de  gie  ellifi
bilinmektedir. inflamasyonun etkisiyle artan notrofil membran gegirgenligi hiicre
ici Ca'" konsantiasyonunu artturir. Buda PAD4 enziminin aktive olmasimna neden
olu Aktive PAD4, ckstiavaskuler fibrin proteinini sitrulinler ve olusan bu
modifliye fibiin proteinine karsi bolgesel Gzellesmis B lenfositler tarafindan
otoantikor sentezi gergeklesir. Olugan anti-CCP antikotlari RA’l1 hastalain hem
sinovival dokularmda hemde serumlainda gosterilmis olup hastalik i¢in oldukea
spesifiktit Bu antikorun saptanmasina yonelik gelistitilmis bir ELISA Kkiti
bulunmakiadi ve bugun bu. parametre RA'nm etken tapysinda ve prognozunun

degerlendiritmesinde RI *den ¢ok daha kiymetli bulunmaktadir (38,41-46)
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1.4. ROMATOID ARTRITTE NiTRIiK OKSiDIN ONEMI
1.4.1. Nitrik Oksit
Genel Bilgi

1916 yilinda Mitchell ve arkadaglart memelilerde nitrat tretimi ile ilgili ilk
delilleri rapor ettikten 71 yil sonta (55) 1987 de bu nitiatin kaynag nitrik oksit
(NO) veya EDRF olarak tanimlanmugtir (56) Ardindan NO’ya olan ilgi birgok
arastirma alaninda giderek artan gekilde devam etmistit. NO molekiiler agirligt 30
dalton olan bir gazdit, apolar yapisiyla hilcie zarmdan kolayca geger Yarjjanma
smuil oldukea kisa olan (T1/2<15sn) (57) bu gaz oksijen vailigmda hizlr bit
sekilde nitrat ve nitrite metabolize olur (58). Baz1 hiictelerde NO, guanilat siklazin
hem grubuna baglanarak enzimi aktive eder ve siklik guanozin monofosfat
(cGMP) diizeyini arttirir (58,59). Serbest tiollerle reaksiyona girerek S-nitrosotiol
bilesiklerini olusturur (60) Siipei'oksit anyonu ile reaksiyonundan oldukea toksik
olan peroksinitrit olugw (61). Pioteinlerin hedef bolgelerinde nitrosilasyon
olusturur (62) Ayrca proteinlerde adeozin difosfat (ADP) ribozilasyonu
olusturabilir (63). .

NO, organizmadaki birgok hiicrtede NO sentazlar (NOS) olarak
isimlendirilen enzimlerle L-arjininin terminal guanidino nitrojeninden sentezlenit.
Bu sentez iki asamalidi Sonugta arjininin’ N-oksidasyonu ile sittulin ve NO
olusur. NOS’lar aktit formlarninda homodimeriktirler (64). NOS un izomerik
formlar en az ¢ farkli gen firiinii ile sentezlenir. Bunlar sigida, ratta ve insan
dokularinda klonlannustir. Ug tip NOS tammlanmistir bunlat; NOS-1 néronal
NOS (necNOS), NOS-2 indiiklenebilit NOS (iNOS) ve NOS-3 endotelyal NOS
(ecNOS) olarak adlandiiln NOS izoformlarindan ikisi, ecNOS ve neNOS yapisal
(gelencksel) NOS olarak kabul edilit ve reseptot sitimulusuna cevap olarak (asetil
kolin, bradikinin) pikomolar ve nanomolar miktarlarda NO tiretit NOS-2 yani
uyarilabilir NOS, monosit/makrofaj hiicreletinde, sinoviyal hiicreleide ve

kondrositlerde degisik sitokinler ve baktetiyel lipopolisakkaritler (endotoksin)
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tatafindan indiiklenir (65} IL-1§, timdr nekrotizan faktdr-o (TNFa) ve interferon-
v (INFy) gibi sitokinler iNOS indiiksiyonu yaparken, tiimor biiyiime faktorii-p
(TGF-B), 1L-4, IL-10, ve IL-13 iNOS eksptesyonunu inhibe etmekiedir (66).

Mikroceviedeki sitokinlerin dengesi iNOS ekspresyonunu regiile eder.
Omegin IGF-B, IL-4 ve IL-10 makrofajlardaki iINOS expresyonunu inhibe
etmektedir  Sitokinlerin sitimulasyonu ile ecNOS iireten endotel gibi farkh
hiictelerde de iNOS ekspresyonu olabilmektedit (67). iNOS ekspresyonunun
regiilasyonunda tiir ve hticre farkliliklars vardir Ornegin in vitro saitlarda mutine
l6kositlerinde iNOS, IL-1p ve INF-o ile kolayca indiiklenirken, insan
lokositlerinde efektif bir indiikleme géstermemektedir. Ancak interferon-o insan
monositlerinde iNOS mRNA ve proteinini indiikleyebilmektedis. In vitro sartlarda
iNOS indiiksiyonundaki zotluklara ragmen insan monosit ve makrofajlan RA,
Hepatit C ve vaskiilit gibi degisik hastaliklarda iINOS expiese eder (68) INOS,
inflamasyonla bitlikteligi tipik olan NOS izoformudw Simdilerde ise
inflamasyon bélgelerinde ecNOS ve enNOS tan tiiteyen NO’nun da etkili oldugu

ortaya ¢tkmustit (69)
NO’nun lékositler iizerindeki etkileri

Diistik diizeylerdeki NO lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonunu saglar.
Sodyum nittopurissid gibi NO donétleri lenfositlerde ghukoz alummn arttirmugtin ki
bu lenfosit aktivasyonu esnasinda ilk olaydi. INF-o iiretimini ve nukleer
transkripsiyon faktor kB (NF-xB) baglanma aktivitesini sitimule eder (64) Nitiik
oksit ayiica Jenfosit sinyal olaylan ile iliskisi olan tirozin kinaz ve p56°y1 aktive
eder. L-arjinin eksikligi ve NOS inhibitdtleri fitohemaglutininin (PHA)
olusturdugu  proliferasyonu  baskilatken,  insanlarda  diyetle arjinin
suplemantasyonu konkanavalin A ve PHA ile olugan mitojenik cevabr arttumistis
(70). In vitro ve in vivo sartlarda dogal dldiiriicii hficreler ve lenfosit ile akiive
olan oldiirme aktivitesini arttun Buna kargin yiiksek konsantrasyonlaidaki NO
antijen sunan hﬁcrelerim aktivitesini ve T hiicte ¢ogalmasim baskilar (71) NO,

Mutine Th 1 hiicrelerinde IL-2 sekresyonunu inhibe ederken Th 2 hiicrelerinde ise
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[L-4 sekresyonunu arttirir, Bu durum insanlarda farklidir. Aktive olmug T hiicre
ve T hiicte klonlarinda Th 1 ve Th 2 ile tuetilen sitokinter NO dondileri ile
baskilannustr.  Nitrik oksit, makrofaj, CD4+/CD8+ lenfosit ve kikudak
hiicrelerinde apoptosis olusumunda rol aldify gibi, diisik konsantrasyonlarda
(<1uM) hepatosit, B lenfosit ve cozinofillerde apoptozisi inhibe etmistir (72),
inflamasyon bolgesinde NO tiretiminin etkisi NO'yu iireten hiicte tipine, NOS’a
ve salinan NO miktarina gore degisir. Diisiik miktailardaki NO T hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek, nétrofil adezyon ve migrasyonunu sinitlayarak ve
vazodilatasyon ve antitrombosidal etki ile doku perflizyonunu stirdiiriirerek doku
koruyucu etki gosterir. Faydalt etkiler dzellikle NO cNOS’lar tarafindan tretiliise
olusmaktadir, Aksine NO biiytk miktarlardaysa mitokondriyal respitasyonu
inhibe ederek ve DNA’da degisiklikleri indiikleyerek oOnemli sitotoksisite

yaratmaktadir

1.4.2. Ariritte Nitrik Oksit

NO’nun Hayvan Artrit Modcllerinde Goriilen Etkileri

Adjuvantla inditklenmis artrit bir NOS inhibitorii olan L-Nitto Mono
Metil Atjinin (L-NMMA) ile supiese olmustur. Kollajenle indiiklenen artiitte ve
streptokokkal artritte NO diizeyinde yiikselme ve nonselektif NOS inhibitdileri ile
NO diizeyinde diizelme oldugu da gosterilmigtit (74). Ancak selektif’ iNOS
inhibisyonunun streptokokkal eroziv artiiti alevlendirdigini belirten gozlemlerde
vardn  Kopeklerle yapilan baska bir ¢aligmada iNOS spesifik iphibisyonun
kikirdak lezyonu progiesyonu azalttii ve bu etkinin metalloproteinaz, kaspaz 3,
1L-1 ve kondrosit apoptozisinde azalma ile beraber oldugu rapor edilmistir (64).
INOS ekspresyonu bulunmayan farelerde yapilan deneylerde aitritli kartilajda,
kondrosit proteoglikan sentezinde inhibisyon ve insulin biiytime faktérti-1 (JGE-
1)’e cevapta diizelme, kartilaj lezyonunda ve osteofit formasyonunda azalma
olmustur (73). Adjuvant aitrit olusturatak hayvanlaida yapilan 1omatoid artrit
modellerinde {iviner nitrit diizeyleri yiikselmis ve hastalik siddeti ile iligkili

bulunmustur . Hayvanlata L-NAME ve deksametazon verildiginde hastalik
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aktivitesi ve fditiner nitit diizeyinde azalma gozlenmistic L-NAME ve
aminoguanidin artrit gelisimine kars1 koruyucu etki géstetmektedir Bu etki NOS
inhibisyonu ile ilgilidin L-Arjinin ile beraber uygulandiklarinda L-arjininle
alevlenen artriti azaltnuslardir (66). Notrofil siiperoksit ve nitrojen liretiminin
artritin baslamasinda ve stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (75).
Ancak NO inhibitorleri ve INOS (/) farelerde yapilan bir ¢aligmada iNOS yada
¢NOS bagimlt NO {ietiminin nétrofil migiasyonunu baskiladign gosterilnugtir
(76) Notrofillerde artan INOS  expresyonu nétrofil  defoimabilitesini

artirabilmektedir (77).
Romatoid Artritte NO’nun Etkisi

Romatoid artiitli hastalarm eklem sivilarinda nitrit konsantrasyonu,
sinoviyal hiicrelerde ve kondiositlerde iNOS ekspresyonu arimis bulunmustur
(78). RA’lilarin mononiikleer hiicre INOS ekspiesyonunda artig ve ex vivo nitrit
tiretimleri ile hastalik aktivitesi arasinda bit iligki saptannustiz (79). Plazma nitrat
ve nitrit diizeylerine bakilarak RA’h hastalarda yapilan bagka bir ¢aligmada
plazma diizeyletinin viikseldigi fakat hastahk aktivitesini gdsteren diger
parametrelerle korelasyon gostermedigi 1apor edilmistir (80) RA’L hastalarn
idrar, kan ve eklem sivilarinda nitrit diizeyleri siddetle artarken osteoartritte orta
diizeyde bir artis olmaktadu (66). Eklem sivisindaki nitrit diizeyi lokal bir sentezi
isaret eder sekilde kan ve idiardakinden daha yiiksektir (81). Kan nitrit diizeyi,
RA aktivitesi, INF-o ve 1L-6 diizeyleri ile koreledit. Utriner nitiit diizeyleri
glukokortikoid ve anti-INF-o antikotlan ile tedavi swrasinda azalmistin (66)
Ozetlenmeye calisilan sonuclara gore 18kosit kaynakli NO ve bunun kaynagi olan
enzimletin romatoid arfrit patogenezinde rol oynamalarnn kuvvetle ihtimal

dahilindedir
1.5. PAD ve NO iLiSKISI

Peptidilatjinin deiminaz (PAD), proteine bagli olan arjinin rezidulerini

sittuline modifiye eden ve bu esnada ortama amonyak salan bir enzimdir. NOS ise
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serbest arjinini sitruline geviren ve PAD dan farkl olarak ortama NO veren bir
enzimdit (82) ki enzim arasindaki iligkiye yonelik yapilan bir inhibisyon
calismasinda nonselektif NOS inhibitérii olan L-NAME ve L-thiocitrullinin
milimolar diizeyindeki konsantrasyonlarda dahi PAD enzimini %100 inhibe ettigi
gosterilmistis. Her iki maddenin de PAD'in substratr olan benzoylarjinin ile
yarismaya girdigi  goriibmiistin.  Yine aym ¢aligmada aynica sentetik bir
peptidilarjinin aldehit inhibitotii olan leupeptinin PAD™1 kuvvetle inhibe ettigi

gbzlenmistit (83).

Diger taraflan PAD n son futinti olan amonyagin iNOS ekspiresyonunu
arttrarak etki edebilecegi diigiiniilmektedir (82). Biittin bu bulgulaidan, NOS ve
PAD aktiviteletri sontasinda olusan ieaksiyon tiriinleri olan serbest ve pioteine
bagh sitrulinin bu enzimlerin aktiviteletini inhibe edebilecegi diistiniilebilir.
Aviica bu reaksiyon iitiinlerinden amonyak ve serbest sitrulinin {ire ddngiisiine
katilip yeniden NOS subtrati olan arjinine déntismesi de miimkiindiic. Bu durum
NOS i¢in bir substrat saglama yolu olabilii ve dolayh bit PAD-NO iligkisi o1taya
¢ikabilir

1.6. HASTALIK AKTIiVITE iNDEKSI
1.6.1. SDAI (Simplified Disease Activity indeks)

Giiniimiizde aktif romatoid attritin tedavisi igin eklemlerde yapisal hasar
olusumunu yavaslatan yada dnleyen yiksek dozda DMARDs (disease modifying
antitheumatic drugs) tercih edilmektedir. Bu stratejide, hastaligin seyrini takip ve
tedavinin etkinligini degeilendirmek amaciyla hastalik = aktivitesi ¢ok 1iyi
izlenmelidir (9). Hastalik aktivite indeksini gosteren standart yontem DAS 28
(Disease Activity Score) degerlenditmesidir. Ancak bu skorlamay, hesaplamas:
zor oldugundan bugiin, hassasiyeti DAS28 kadar yitksek bulunan basitlegtirilmis
hastalik aktivite indeksi (SDAI) gelistirilmistir. Bu indeks 6zellikle giinliik hasta
takibinde pratik hesaplanmast nedeniyle ¢ok daha kullamslidir (84}
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MATERYAL METOD
2.1. Hastalar
2.1.1. Hasta Kabul Kriterleri

Hasta grubunda ver alan RA’l1 vakalarin segiminde asagidaki kaiterler goz
Oniine alinmistiz
1- RA tamsimun, Amerikan Romatoloji Derneginin 1987 yilinda yeniledigi
kriterlere gore konmus olmast (9)
2- Hastalarm, RA remisyon kriterleri (17) kullanilarak remisyonda ve aktif
donemde olanlar olarak iki gruba ayrlmasi
3- Segilecek vakalarm 35-65 yag arasinda olmasi
4- Hastalarda RA disinda kronik seyirli bagka bir patolojinin (Diyabetes Mellitus,

hipertansiyon ve kronik inflamatuvar diger patolojiler gibi ) olmamasi.
2.1.2. Numunelerin toplanmasi

Akdeniz Univetsitesi T1p Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon A D
Romatoloji poliklinigine bagvurmus ve hasta kabul kiiterlerine uyan 20 gonilld
vakadan ve kontrol amaciyla da 20 saglikli gﬁnﬁllﬁ kisiden 18kosit izolasyonu i¢in

petiferik kan 6rnedi alindi

Periferik kan drnekleri on-kol yiizeyel veninden, heparin igeren tiipe 6 ml,
sayiya ulasincaya kadar —70 °C’de saklandi, alinan tam kan drneklerinden 1okosit

izolasyonu bekletilmeden yapild:

Cahsmanin in vitto basamag igin tamamen saghkli olan 10 gonilld
kisiden, J5kosit izolasyonu amactyla periferik kan drnegi alindy Hepatin igeren
tiiplere alinan 6 m} tam kandan bekletilmeden 16kosit izolasyonu yapildi ve bir

l6kosit havuzu olugturuldu,
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2.2. Periferik Kandan Likosit fzolasyonu (28)

Periferik kandan 16kosit izolasyonu 1968’ de Boyum tarafindan gelistirilen

metod ile dansite gradiyentine gore histopak 1119 ve 1077 kullanilarak yapildi .

2.2.1. Reaktifler

1. Histopak 1077 ve 1119

Sigmadan satin alindi.

2. PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre pH 7.4)
10 X konsantre PBS i¢in 2 g KCI, 80 g NaCl, 14,4 g Na,HPO4, 2 g
KH,PO, tartihp 1L distile suya tamamlandi. pH’s1 7,4°¢ ayailandi.

Kullamm esnasimda 1:10 oraninda swlandildi.
2.2.2. Likosit izelasyon prosediirii

1 Kullanilacak histopak 1077 ve 1119 oda 1sisina getirildi.

2 15 mI’lik konik santrifiyj tiibline 3ml histopak 1119 pipetlendi

3 Histopak 1119un iizerine 3 ml histopak 1077 pipetlendi.

4 Histopak 1077°nin iizerine 6 ml tam kan ¢ok vyavas bir sekilde
dikkatle tabakalandirlidr

5. Oda 1sisinda, 700 g’de 30 dakika santrifiij edildi.

6. Histopak 1019 ile histopak 1077 arasinda kalan granulosit fazindan
pastor pipeti ile 0.5 ml almip temiz bir konik santrifiij tiipiine aktarld

7. Histopak 1077 ile plazma arasinda kalan mononiikleer hiicre
(MNC) fazindan 0 § ml almnip temiz bir konik santrifiij tipline pipetlendi

8. Hem granulosit hem de MNC igeren tlipletin tizerine 10 ml PBS
(pH 7 4) tamponu konuldu.

9. Her iki tiip 400 g’de 10 dakika santrifiij edildi

10.  Stipernatan kisim bogaltildt ve dipte kalan hiicre pelett 10 ml PBS
(pH 7.4)ltamp0nu ile resiispanse edildi.
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11.  Her iki tiip tekrar 400 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

12.  Her iki tiipiin siipernatan kistm tekrar bosaltildi ve dipte kalan
hiicre peleti 10 ml PBS (pH 7 4) tamponu ile restispanse edildi,

13.  Yikanan hiicre peleti 300 ul RPMI 1640 iginde resiispanse edildi.
14.  Bu hiicte siispansiyonundan 50 pl alindt ve 50 ul % 0.5°lik tripan
blue ile siispanse edildi.

15. Hiicteler thoma lamma alindi ve mikroskopta 20 X'lik biiyltme
altinda incelendi. Membram mavi boyanan hiicreler 6lii, boyanmayan
hiicreler canli olarak kabul edildi.

16.  Hiicre sayimi yine thoma laminda 5 farkli alanda sayim yapilatak
degerlendirildi. Toplam say1 5°¢ boliindii ve gikan deget 10° ile carpildu
17.  Cikan sonuca gore hiicteler mi*de 1 milyon olacak sekilde RPMI

1640 ile siispanse edildi.
2.2.3. Lizat Hazirlama

Hazitlanan hiicre stispansiyonu 20 saniye, 9 siklus ve %80 giile sonike
edilerek hiicreleri pargalandi Sonike edilen bu lizatlar 14.000 g’de, 4 9C’de 15
dakika santrifij edildi. Stipernatan kismi profein ve enzim aktivitesinin Sletimi

icin temiz ependorflara aktarildi.
2.3. Protein Miktarimn Tayin Edilmesi {85)
2.3.1 Mikro Bisinkoninikasit (BCA)Kit Prensibi
Proteinlerin  peptid baglan OH iyonu varhfmda Cu'? iyonlanyla
reaksiyona girip Cu'-kompleksi .meydana getinir. Cu'-kompleksi bisinkoninikasit

ile reaksiyona giterek pembe renkli BCA- Cu" kompleksini olusturur  Olugan

pembe renk 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunur.
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Protein (peptid baglan) + Cu' O, Cu
Cu’” + bisinkoninikasit (BCA) = tetradentat BCA-Cu" kompleksi

(Pembe 1enkli)
2.3.2. Kullamlan Malzemeler

RPMI 1640 Tamponu

Periferal kandan izole edilen nétrofiller ve mononiikleer hiicreler 300 pl
RPMI 1640 tamponu igerisinde resuspanse edildi. Bu hiicteler Thoma lam:

kullanilarak sayildi ve 1x10%ml hiicre olacak sekilde RPMI 1640 ile dilite edildi.
2.3.3. Protein Standart Grafiginin Hazirlanmas

BSA (Bovine Serum Albumine) 0,2 mg/ml olarak kitin i¢inde hazitdi Bu
stoktan diliisyonlar yapilarak standarlar hazirlandi. (40 pg/ml, 20 pg/ml, 10
pug/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml)

Protein dlgtimii igin kitin iginde hazu olarak verilen MA (0,2 N NaOH),
MB (%4 liik bisinkoninik asit), MC (%4’ Hik bakir siilfat) soliisyonlarn 25:24:1

oraninda kanstinlarak ¢aligma reaktifi (WR) hazutlandi.

96 kuyucuklu petrilere 100 pl standart ve 100 pl WR pipetienerek
karigtinildr ve 37 OC*de 2 saat inkibe edildi 2 saat inkiibasyon sonrasinda
standartlar kendi kériine karst 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede ayni
anda okundu. Tim protein standartlarn ¢ift ¢aligildi ve sonuglarn ortalamalan
alindi. Okunan absorbans degerlerine gére standait grafigi ¢izildi (Sekil 3.7.1).
Elde edilen dogru yardimiyla sonuglar mililitredeki mikrogram protein miktais

olarak saptandi.
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Protein Standart Grafigi
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Sekil 2.3.1. Protein Standart Grafigi
2.3.4, Numunelerin Protein Miktar Tayini

Hazulanan lizatlarin bir kismn 1:10 oraninda RPMI ile diliie edilip protein
tayini icin kullamldi Diliie edilen her lizattan 25 pl almip 75 pl distile su ile
tamamland: (toplam diliisyon orani 1:40). 100 pl numune iizerine 100 pl WR
pipetlendi ve 37 %C’de 96 kuyucuklu petiilerde 2 saat inkiibe edildi. hlkiib_asyon
sonucunda numuneler cift kontrollii olarak spektrofotometrede 562 nm’de kiriine
kars1 okundu Elde edilen absorbans degerleri, standart grafiginde yerine konarak

Srneklerin mililitresindeki mikrogram protein miktari tayin edildi. -
2.4. Lokositlerde Peptidilarjinin Deiminaz Enzim Aktivitesinin Olciimii (86)
2.4.1. Kullamlan Malzemeler

Tris HCI/DTT Tamponu (pH 7.5)
e 200 mM Tris HCI
o 20 mM CaCl;
e 10mMDII

BAEE substrati ve sitrulin standart soliisyonu bu tampon igerisinde hazirland1

PRI
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Perklorik Asit Soliisyonu

5 M Peiklotik asit soliisyonu reaksiyvonu durdurmak i¢in kullanild:.
2.4.2. PAD Aktivitesi Ol¢iim Metodu (86)

Peiiferik kandan izole edilen lokositlerde PAD aktivitesi dl¢timi igin
Sugawata’min metodu kullandi. Bu metodun esasi, PAD enziminin benzoyl-l-
arginine ethyl ester (BAEE) substratindaki arjinin 1ezidilerini 50 °C’de 1 saat
inkiibasyonun ardindan sitrulin rezidulerine ¢evirmesidir (86). Olusan sitrulin
tezidulerinin 530nm’de spektrofotometrede absorbanslar: okundu (87). Sonuglar
hazirlanan sitrulin standart grafifinde yeiine konularak enzim aktiviteleri

bulundu. Bulunan enzim aktivitesi mg protein bagina aktivite seklinde verildi
2.4.3. Sitriilin Ol¢iim Reaktifleri

- Asit Ferrik Solﬁsyonu (Reaktif 1)

Distile su 550 mi
H>S0y4 (konsantre) 250 ml
H3PO, (konsanre) 200 ml

Oda 1sisinda sogutulur

FeCly 250 mg/L

Soliisyon 1s1ktan korunursa oda 1s1sinda 2 ay stabildir
2- Diasetil Monoksim Seliisyonu (DAMO) (Reaktif 2) l;?

500 mg diasetil monoksamin 100 ml distile su iginde ¢oziildii Bu reaktif

koyu renkli sisede 1 ay stabildir.
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3- Kromojenik Reaktif

Kromojenik reaktifi hazirlamak i¢in ilk énce 5 mg ISC tartilarak 50 ml

reaktif 2 icinde ¢oziildii Sonra bu kangima 100 ml reaktif | eklendi Bu reaktif

calismaya baslamadan hemen 6nce hazulanmahidn ve bir saat iginde

kullanilmalidir.
2.4.4. Sitrulin Standart Soliisyonun Hazirlanmasi

Stok sitrulin standardi hazirlamak i¢in 17 52 mg L-Sitriilin 10 mM DTT
iceren 100 ml Tris HCI Tamponu (pH 7 5) iginde ¢oziildil (-20 °C’de uzun siire
stabil) Bir {inite PAD akfivitesi, 50°C, 60 dakikada 1pmol sitrulin olusumunu
katalizleyen enzim miktarnidit (39) Buna g6ie tablo 24.1.°deki PAD
aktivitelerinin katalizleyecedi sitrulin konsantrasyonlarr asagidaki formiille
hesaplanarak stok soliisyondan hazuland: (sitrulinin molekdl agulig: 1752 g).
Sitrulin 8l¢iim prosediirli (2 4.6) kullanilatak PAD standart grafigi ¢izildi (sekil
24 1)

Sitrulin PAD akt Sitrulin Mol
Konsantrasyonu = (mU/ml} % Agwhgi (g) * 1 07 * 30 (diliisyon faktoru)
(ng/mf)

Sitrulin PAD Aktivitesi
Kons'antrasyonu
5,26 ng/ml 1 mU
26,3 ng/ml S5mU
52,56 ng/ml 10 mU
65,75 ng/ml 12,5 mU
1315 ng/ml 25 mU
263 ng/ml 50 mU
393 ng/ml 75 mU
526 ng/ml | 100 mU
1056 ng/ml 200 mU

Tablo 2.4.1. Hazirlanan sitriilin standartlarinim konsantrasyonlari
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Sekil 2.4.1. PAD Standart Graligi

2.4.5, Sitriilin Ol¢iim Metodu (87)

Sitriilin 6lciimil Boyde T.R C ve Rahmatullah M gelistirdigi metoda gore
yapildl Bu yontemin esast sitriilin gibi katbamido bilesiklerinin asit soliisyonda

diasetil monoksim ile renkli bit kompleks olusturmasina dayanir.

2.4.6. PAD Ol¢iim Prosediirii

1- 100%er pl hiicre lizati 100 pl 20 mM BAEE igeren ve igeimeyen
tampon (20 mM Ca Cly, 10 mM DTT ve 200 mM Tris HCL pH 7.5) ile
karistirld,

2- Kartsim 50 °C su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.

3- 50 ul 5 M perklorik asit eklenerek reaksiyon durduruldu

4- Karisim 20 dakika buz iginde bekletildi

5- 10 dakika, 1000 g, 4 °C de santrifuj edildi.

6- Stipernatan sitriilin 6lgtimil igin aynlds.

Sitriilin 6l¢timi;

7- 33 ul stipernatan 990 ul kromojenik reaktifle kanstirilds
8- Karisim 100 °C su banyosunda 5 dakika inkiibe edild

9-  ‘Inkiibasyon sonunda tiipler oda 1s1sina getirildi
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10- 530 nm de sitriilin dlgiimii yapilds.

Sonuglat PAD standart grafiginde yerine konarak PAD aktivitesi bulundu.

2.5. Serumda anti CCP bl¢iimii (88)

Serumda sitrulinlenmis peptitlere karst gelisen anti CCP antikorunun

diizeyi ELISA kitivle 8l¢iildi (Euroimmun D-23560 Liibeck Seekamp).

- 2.5.1. Kitin icerigi

1.  Antijen kaplt mikro plate

2.  Kalibratotler (0, 2, 8, 30 ve 100 RU/ml).

3. Anti CCP referans kontrol.

4,  Poazitif kontrol (100 X konsantre)

5.  Negatif kontrol (100 X konsantie)

6. Enzim konjugati (ALP isaretli anti insan immunglobulin G),
7. Ornek tamponu (5X konsantre).

8.  Yikama tamponu (16 X konsante)

9.  Substrat soliisyonu {p-Nitrofenilfosfat, pNPP).

10. Durdurma soliisyonu (1 M NaOH).

2.5.2. Olciim Prosediirii
Birinci Basamak (Ornek inkiibasyonu)
100 pl kalibratér, pazitif ve negatif kontrol ve diliie hasta Srnekleri mikro

plate pipetlendi Pipetleme islemi 15 dakikadan uzun siitmemelidir Oda 1sisinda i

60 dakika inkiibe edildi.
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Birinci Yikama

Kuyucuklar manuel olarak basaltilip 300 pl diliie yikama tamponu ile 3

defa yikandi

ikinci basamak (Konjugat inkiibasyonu)

Kuyucuklara 100°er pl enzim konjugati pipetlendi 30 dakika oda isisinda
inkiibe edildi.

ikinei Yikama

Kuyucuklar manuel olaiak bagaltilip 300 pl diltie yikama tamponu ile 3

" defa yikand.

Uciincii Basamak (Substrat Inkiibasyonu)

Tiim kuyucuklara 100 ul Substrat soliisyonu pipetlendi. Oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi.

Durdurma Reaksiyonu

Tiim kuyucuklara 100 ul durduima soliisyonu pipetlendi.

Olgiim

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 60 dakika igerisinde renk

yogunlugunu 405 nm dalga boyunda fotometiik olarak Slgiildi

A= AR RN ;
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2.5.3. Anti CCP Standart Grafigi

— e

Anti CCP Standart Grafigi

Abscorbans

Sekil 2.5.1 Anti CCP standart grafigi
2.6. Lokositlerde NO Ol¢iimii
2.6.1. Amperometrik Nitrik Oksit Ol¢iimii (89)

Bir  referans elektrot ve bir ¢alisma  eclektrodundan olusan
elektrokimyasal bit NO sensérii NO igeren bir soliisyona batirildiginda ve 900
mV’luk bir akim referans élektroda uygulandigmda NO elektrodun yiizeyinde
okside olur ve burada kiigiik bir redoks potensiyeli olusur Calisma ve referans
clektrotlar: arasindaki redoks akim, okside NO konsantiasyonu ile paraleldi ‘

Amperometiik NO 6l¢timii igin NO meter kullaniln (89).
2.6.2. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler
1- Apoilo 4000 NO meter World Precision Instruments (WPDH

2- ISO-NOP NO elektrodu (WPI)
3- Dot kanaili 8l¢iim tablasi (WPI)




4- Reaktif I: 0.1 M siilfiirik asit (HySO4) ve 0.1 M potasyum iyodiir (KI) 100 |
ml distile su i¢inde ¢oziildii. Soliisyon koyu renk sisede 2-8 °C de sakland1
5- Reaktif II: 50 pM potasywm nitrit (KNO;) distile su iginde ¢oziildit

Soliisyon koyu renk sisede 2-8 °C de saklandi
6- L-arjinin 107 M olarak distile suda coziildin

2.6.3.NO Standart Grafiginin Hazirlanmasi

1. Calismadan dnce NO meter gece boyunca agik buakildi ve boylece NO
elektrodunun distile su iginde dengeye gelmesi saglandi Calismaya
baslamak i¢in akimin 10 pA’y1 gegmemesi ve sabit olmasi gerekmektedir.

2 Manyeﬁk karistiricr tizerine vetlestirilen kalibrasyon kitine ait cam siseye
soltisyon I"den 10 ml konuldu ve bu sekilde en fazla 10 dakika bekletilerek

akimin sabitlenmesi sagland: (Sekil 2.6 1)
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L
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1
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LSRR - Ts 121 (1< g

Sekil 2.6.1. Nitrik oksit elektrodunun kalibrasyon diizenegi
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3. Tablo 2.6 1'deki gibi farklh konsantrasyonlardaki KNO, surayla enjekte

edildi. Kimyasal NO olusumuna dayali kalibiasyonun denklemi asagidaki

gibidir.

2KNO; + 2KI + 2H;80) ey 2NO + 15 + 2H,0 + 2K,50

Tablo 2.6.1. NO kalibrasyon soliisyonlarimin kullanimi

10 50 1:201 249
10 100 1:101 495
10 150 1:67 746
10 200 1:51 980
10 250 1:41 1220

4 NO standart grafigi tablo 2 6.1°de gostetilen konsantrasyonlarda hazirland:
(Sekil 2.6 2)

NO Kalibrasyon Grafigi

piko Amper {pA)

G 500 1000 1500 2000 2500

NO Konsantrasyonu (nM) P

Sekil 2.6.2. NO kalibrasyon grafigi
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2.6.4. Liokositlerde NO dlgiimii

Calisma grubumuzda yer olan 6 hasta ve 6 kontroliin 2. 2.2 de tatif edilen
prosediire gore perifetik kandan MNC ve PNL’leri ayrildi ve mililitrede 10° hiicre

olacak sekilde PBS igetisinde resiispanse edildi.
Olgiim Prosediirii

1. 2.6 3te anlatildif1 gibi 6nce cihazin kalibrasyonu yapildi

2. Numunelerin dlctimii i¢in cok kanalli 8lglim tablast kullanildi Onee 8lgiim
tablasma 1 ml hiicre siispansiyonu pipetlendi ve elektrod bu soliisyona
batirilarak soliisyonun havayla temass kesildi.

3. Soliisyona m!i’de 10 M olacak sekilde L-atjinin enjekte edildi ve 15 dakika
sittesince NO olugumu monitérden takip edildi Kaydedilen en yikksek akim
standart grafiginde yerine konarak hiicrenin tirettigi NO konsantrasyonu

hesaplandi.

2.7. C-Reaktif Protein(CRP), Romatoid Faktir (RF) ve Sedimentasyon
Olciimii

2.7.1. C-Reaktif Protein Ol¢iimii

C-Reaktif Protein’i serumdan Beckman Colter Image Immunochem
cihazinda 8lgiildii. Olgiim Roche firmasina ait CRP-LX hazir kiti kullanilarak
immiinoturbidimetrik yéntemle yapildi.
2.7.2. Romatoid Faktér Ol¢iimii

Romatoid Fakté: serumdan Beckman Coulter image Immunochem.

cihazinda lcildii. Olgiim, Dade Behring firmasina ait N Latex RF haz kiti

kullanilarak nefelometrik yontemle yapild.
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2.7.3. Sedimentasyon Ol¢iimii

Sedimentasyon Westergieen metodu ile dlglildi

2.8. SDAI (Basitlestirilmis hastalik aktivite indeksi):

Caligmaya dahil olan tiim RA vakalaunda hastalik aktivitesini

degeilendirebilmek igin SDAI agagidaki formiile gére hesaplandi

SDAI = TIC + SJC + PGA +MDGA + CRP

SDAI = Basitlestirilmis hastalik aktivite indeksi

TJC = Hassas cklem sayis: (0-28)

SIC = Sis eklem sayis1 (0-28)

PGA = Hastanin genel dutum degerlendirmesi (0-10cm)
MDGA = Hekiinin genel durum degerlendirmesi (0-10cm)
CRP = C-Reaktif Protein (mg/dl)

2.9, In vitro Likosit Havuzunda NO ve PAD Ol¢iimii

2.9.1. Kullanilan Malzemeler

Fitohemaglutinin (PHA)
10ug/ml olacak sekilde PBS iginde ¢ozildii  Sollisyon kisimlara ayiiddi,
Kullanihincaya kadar -20 °C de saklandi

L-arjinin
107 M olmak distile suda ¢oziildii Soliisyon kisimlata ayrildr Kullanilincaya

kadar -20 °C de sakland1.

Leupeptin
50 uM olacak §ekil:de distile su i¢inde ¢ozildii, Solisyon kisunlara aynlds.
Kullamhncaya kadar -20 °C de sakland1
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L-NMMA (L-Nitro Mono Metil Arjinin}
1 mM olacak sekilde distile su iginde ¢¢zildi Sollisyon kisumlara ayrildi

Kullanilimcaya kada: -20 °C de sakland:

NIL (L-N-Iminoetil Lizin)
60 pg/ml olacak sekilde distile su iginde ¢oziildii. Soliisyon kisimlara ayrildi.
Kullanilincaya kadar -20 °C de sakland:.

2.9.2. Deney Prosediiril

Tamamen saglikli 10 goniilli vakadan heparinli tiiplere tam kan mekleri
alindi 2 2 2°deki prosedine gore petiferik 16kositler ayrildi, bir 18kosit havuzu
hazirlandi ve mililitrede 10° hiicre olacak sekilde PBS iginde resuspanse edildi.

Hiicreleri aktive edecek PHA (10pg/ml) igin en uygun inkiibasyon siiresi |
tayin edildi Bu amacla hiicreler 6 farkli kuyu iginde 0, 0.5, 1, 1.5, 3 ve 6 saat
boyunca PHA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda PAD epzim aktivitesi
sletildii,

Ayni stireler sonunda hiicrelerin olusturdugu NO diizeyleri dlgiildi. Bu
amacla NO &l¢iim tablasina konan 1 ml hiicte stispansiyonuna 10 pg/ml PHA
enjekte edildi. Inkiibasyonun 0, 0.5, 1, 1 5, 3 ve 6'mnc1 saatletinde dlgtim tablasina

10° M L-atjinin eklendi. NO sentezi monitdiden takip edildi
Inhibisyon Deneyleri

Lokosit suspansiyonu bes kuyucuga béliindii lk kuyucuk konirol olarak
kabul edildi. Diger kuyucuklar 10 pg/ml PHA ile onceden belirlenen siirede
inkiibe edildi Ardindan tiim kuyucuklata 10° M L-arjinin k.onuldu. Aijinin ilavesi
ile ey zamanli tigiincti kuyucuga 50 pM leupeptin, dordiincii kuyucuga 1 mM L-
NMMA ve son kuyucuga 60 pg/ml NIL ilave edildi 30 dakikalik inkiibasyon
sonunda tiim kuyularda PAD aktivitesi ve NO diizeyleri olciildii (Sirasiyla konu

2.4.6 ve 2 6.4°de anlatildigy gekilde)
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2.10 Gerecler ve Aragtirmanin Yiiriitiilldiigii Birimler

Spektrofotometie : Thermo Labsystems Multiskan Spectrum, 1500
Santrifiij : Heraeus Instiuments Megefuge 1 0 R

Santrifiij : Niive NF 800

Sonikator : Bandelin sonopuls UV 2070

Buzdolaplar  Indesit (+4, 20 °C)

Calkalayic : Stovall, The Belly Buttum

pH Metre : Schott CG 840

Su Banyosu : B Braun Biotech International

Hassas lerazi : Shimadzu AW 120

Inverted mikroskop : Zeiss, Olympus

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Metkezinde

sterilize edildi

Hiicre lizatmmn hazulanmasinda kullamlan 15 mblik plastik tiipler ile
benzeri saif malzemeler Corning Firmasmndan, kullamilan tiim kimyasallar

Sigma’dan satin alind1

Calismanin NO 6lgiim kismi Biyokimya A Laboratuvarinda, diger

dlciimler Metkez Laboratuvai ve Meirkezi Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.
2.11. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 progranm kullamlarak yapildi. Tim
parametreler igin giuplar arasinda anlamli bir iligki olup olmadigi Kiuskal Wallis
Testi, yine tiim parametieler i¢in gruplarm ikili degerlendirilmesi non parametrik
Mann Witney U Testi ile yapildi Her grup i¢in farkli parametreler arasindaki
iliskileri degerlenditmek amaciyla Pearson Korelasyon Testi kullamldi. p<0.05

olan sonuglar istatistiksel olarak anlamh, p>0.05 olanlar ise anlamsiz kabul edildi
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BULGULAR

3.1 Klinik ve Laboratuvar Degiskenler

Calismaya, Akdeniz Universitesi Tip Fakilltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon A.D  Romatoloji poliklinigine basvurmus ve hasta kabul
kriterlerine uyan 20 goniillii RA vakast ve kontrol amaciyla da 20 saghkli goniillii
kadm vaka dahil edildi. Tim vakalardan elde edilen demoguafik, klinik ve
laboratuvara ait sonuglar tablo 3.1°de verildi Basitlestitilmis hastalik aktivite
indeksi (SDAI) kriterlerine g6re vakalar, remisyonda ve aktif dénemde olmak
tzere iki giuba aynldi Hastalann 10°u hastahgin aktif ddéneminde, 10°u ise

remisyonda bulundu

Tablo 3.1.Calismaya katilan vakalara ait degiskenler
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3.1.1 RA’da Anti CCP ve RF Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Vakalarin serum otoantikor seviyelerinin, oitalama = SD’leri RF ve anti-
CCP igin suastyla, kontrolde 19 + 15 mU/ml, 3 £ 0.4 U/l; remisyon dénemindeki
vakalarda 72 + 89 mU/ml, 9.7 £ 59 4 U/l; aktif RA hilarda 71 £ 65 mU/ml ve 54
= 39 U/l bulundu Hem remisyondaki hem de aktif dénemdeki RA vakalaiinin
serumlarinda RF (p<0 05, Sekil 3.1.1) ve anti-CCP (p<0 001, Sekil 3.1.2) |
diizeyleri kontrol grubuna kivasla anlamh derecede yiiksek bulundu Ancak
remisyondaki vakalarla aktif eviedeki RA’lilar arasinda anti-CCP  diizeyleii
anlamli derecede farkls (p<0 001, Sekil 3.1 2) bulunurken, RF 1¢in fark anlamh
bulunmadi (p>0.05, Sekil 3.1 1)

RA ve Kontrol Grubunda Serum RF Diizeyleri

100
80
60
40

20

Serum RF Diizeyi {(mU/ml)

Kontrol Remisyon RA Aktif RA

Sekil 3.1.1. RA ve kontrol grubunda serum RF diizeyleri. Vakalarin serum RF
seviyelerinin ortalama + SD’leri sitasiyla, kontrol grubunda 19 £ 15 mU/ml, remisyon
dﬁﬁemindeki grupta 72 + 89 mU/ml ve aktif RA’h grupta 71 + 65 mU/ml bulundu Hem
remisyondaki hem de aktif dénemdeki RA vakalarmmn serumlarinda RF, kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<005) Remisyondaki vakalaila aktif
evredeki RA’hlar arasinda RF diizeyleri faiki istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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RA ve Kontrol Grubunda Serum AntiCCP
Diizeyleri

Serum Anti CCP Dlizeyi (U/t

Kontrol Remisyon RA Aktif RA

Sekil 3.1.2. RA ve kontrol grubunda serum anti-CCP diizeyleri. Vakalarin
setum anti-CCP se\.fiyeiei"inin ortalama = SD’leri suasiyla, Kontrol grubunda 3 + 0.4 U/L,
remisyon dénemindeki grupta 9 7 £ 5;9.‘-4 U/ ve éktif RA’l1 grupta 54 £ 39 U/ bulundu.
Hem remisyondaki hem de aktif donemdeki RA vakalarinn serumlarinda anti-CCP
kontrole kiyasla i_statisﬁksel olarak anlamh yiiksek bulundu (p<0‘001.). Remisyondaki
vakalarla aktif evredeki RA’hlar arasmda anti-CCP diizeylerj anlamh derecede farkh
(p<0 001) idi

Vakalarin serum RF ve anti-CCP igin duyaililigi suasiyla, remisyon

donemindeki vakalarda; %60 ve %80; aktif RA hlarda %70 ve %100 bulundu.
Testlerin zgiilltigii ise RF igin %70, anti-CCP i¢in %100°dil

3.1.2. Lokositlerde PAD aktivitesi

Aktif dénemdeki ve remisyondaki toplam 20 RA’li vaka ve 20 kontiol
grubunda periferik kandan polimort niiveli 16kosit (PNL) ve mononiikleer hiicre
(MNC) izole edildi. Hiicre lizatlatnda yapilan dlgtim sonucunda PNL’ler igin elde
edilen PAD aktivitesinin ortalama + SD degerleti kontrol, remisyon RA ve aktif
RA grubunda sirasiyla, 104,9 £ 55; 181,2 &+ 91,8 ve 387,5 £125,7 mU/mg protein,
MNC’ler icin ise sizasiyla, 854 + 21,8, 173 £ 147.5 ve 485 + 3242 mU/mg
protein  bulundu Aktif RA’L vakalann het iki hiicre giubundaki PAD
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aktivitelerinin kontrole kiyasla anlaml; aris gosterdigi saptandi (PNL igin
p<0.001, MNC i¢in p<0.05, Sekil 3 1.3). Remisyondaki vakalarda PNI, hiicre
grubundaki PAD aktiviteleri kontiole kiyasla anlamli derecede yiiksekti (PNL igin
p<0.05, Sekil 3.1 3) Ancak MNC’lerde anlaml; bi; yiikseklik bulunmadi (p>0.05,
Sekil 3.1.3). Remisyondaki vakalarla akiif eviedeki RA’lilar arasinda hem PNL,
hemde MNC PAD aktiviteleti anlamli derecede farklr (her iki hiicre giubunda da
p<0.05, Sekil 3 1.3) idi.

T Kontrol ve RA Vakalarinda Lékosit PAD Aktiviteleri

PAD Aktivites:

Kontrol Rem RA Akt RA Kontrol Rem RA Akl RA
PNL, : MNC

Sekil 3.1.3. PNL’lerde PAD aktivitesi. Aktf RA’l vakalar in her iki hilcre
grubundaki PAD aktiviteleti kontrole kryasla anlaml yiiksekti (PNL igin p<0 001, MNC
i¢in p<0.05) Remisyondaki vakalarda PNL hiicre grubundaki PAD aktiviteleii kontrole
kiyasla artmis bulundu (PNL icin p<0.05). MNC’lerde anlamli bir yiikseklik bulunmadi
(p>0.05) Remisyondaki vakalaila aktif evredeki RAlilarda hem PNL, hem de MNC
PAD aktiviteleri arasinda anlamlr farklilik (het iki hiicre giubunda da p<0.05) vard:

3.1.3. PAD ve Anti CCP Arasindaki Ttiski
Hem aktif donemdeki hem de remisyondaki RA vakalarimin PNL PAD

aktivitesi ile serum anti CCP diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korelasyon bulundu (her iki grup igin de 1 = 0.73, p<0.05, Sekil 3 1.4).
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PNL PAD Aktivite
{mU/mg protein)

0 25 50 75 100 125 150 175
Anti CCP (UIL)

PNL PAD Aktivite
{mU/mg protein)

0 5 10 15 20 25 30
Anti CCP (UIL)

Sekil 3.1.4. RA vakalarmda anti-CCP ve PNL PAD aktivitesinin korelasyonu.
A. Aktif donemdeki RA vakalarinda anti-CCP ve PNL PAD aktivitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon vardi (1 = 0.73, p<0.05). B. Remisyon
dénemindeki RA vakalarinda da anti-CCP ve PNL PAD aktivitesi a.l'asmda istatistiksel

olarak anlaml pozitif korelasyon vards (r = 0.73, p<0.05).

3.1.4. Vakalarin Liékositlerinde NO Diizeyleri

Lokositlerde yapilan 6letim sonucunda PNL’ler igin elde edilen NO
diizeylerinin ortalama = SD degerleti kontrol, remisyon RA ve aktif RA grubunda
sirastyla, 114 £15.9, 120,8 £ 25,7 ve 111,7 + 12,4 nM; MNC’ler icin ise sirastyla,
123,3+ 8,9, 143,3 £ 32,1 ve 140,8 + 54,7 nM bulundu. Hem aktif donemdeki hem

de remisyondaki RA vakalarinin her iki 1okosit grubunda da NO duizeyleri ile
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kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlr bir fark yoktu (her iki grup i¢in

p>0.05)

3.2. in Vitro Inhibisyon Deneyleri

3.2.1. Lokosit Havuzunda NO ve PAD inhibisyonu

Hiicreleri aktif edecek PHA (10pg/mi) igin en uygun inkitbasyon siiresi
tayin etmek amaciyla hiicreler 6 farkli kuyu iginde 0, 05, 1, 1.5, 3 ve 6 saat
boyunca PHA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sonike edilen hilcielerde
PAD enzim aktivitesi ve aym stireler sonunda hiicteletin olusturdugu NO
diizeyleri 6letildii. Hem PAD aktivitesi hem de NO diizeyi en fazla 1,5 saat PHA

inkﬁba.syonu sonrast artmig bulundu (Sekil 3.2.1).

: —

1200 15 300
.. = 1000 - 250
n =
@ @
28 800 - 200 2 -
2z e = | ——PAD
€2 s00 150 <
<4 D 0 —&— NO
a £ 400 - 100 Z
< 3 _
o E 200 50

0 0

Zaman (saat)

Sekil 3.2.1. Likosit hiicre havazunda PHA ile farkh inkiibasyon siirelerinin
NO diizeyi ve PAD aktivitesi iizerine etkisi. Lokosit havuzunun 10uM PHA 1le 1,5

saat inkiibasyonu NO ve PAD diizeyletini en fazla aktif eder.
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Aktif 18kosit havuzunda NO ve PAD inhibitéilerinin kullanim ile NO ve
PAD diizeyletinin viizde degisimine bakildi Inhibisyon yiizdelerini belirlemek
amaciyla sadece arjinin ve PHA eklenen grubun dlgillen NO ve PAD seviyeleri
%100 kabul edildi (Sekil 32 3-A). Buna gére, PHA ve aijinin yamsira spesifik
PAD inhibitérd olan leupeptin eklenen grupta PAD aktivitesi %75 azalmig, NO
diizeyi %100 artnmsti (Sekil 3.2.3-B). PHA, aijinin yamisira non spesifik NOS
inhibitérii olan L-NMMA eklenen grupta PAD aktivitesi %40 azalms, NO diizeyi
%75 azalmstt (Sekil 3.2.3-C). PHA, arjinin ile beraber spesifik i-NOS inhibitérii
L-NIL eklenen son grupta ise PAD aktivitesinin %100 arttig1, NO diizeyinin ise
%60 azaldifs goriildii (Sekil 3.2.3-D).

D Arg + PHA + L-NIL

C Arg + PHA + L-NMMA & % NO

B Arg + PHA + Leu % PAD

A Arg + PHA B
S i
0 25 50 75 100 125 150 175 200
%

Sekil 3.2.3. Aktif Iékosit havuzunda NO ve PAD inhibitirlerinin NO ve PAD
diizeyleri iizerine etki yiizdesi. A. Atjinin ve PHA eklenen bu grupta bulunan NO ve
PAD seviyeleri %100 kabul edildi B. PHA, atjinin ve leupeptin eklenen bu grupta PAD
aktivitesi %75 azaluken, NO diizeyi %100 artti C. PHA, arjinin ve L-NMMA eklenen bu
grupta PAD aktivitesi %40 azalirken, NO diizeyi %75 azald1. D. PHA, arjinin ve L-NiL
eklenen bu grupta PAD aktivitesi %100 artarken, NO diizeyi %60 azald1.
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TARTISMA

Romatoid artrit (RA), en sik karsilagilan ve toplumun % 0.5-1'ini
etkileyen inflamatuvar aitrit tablosudur. Primer olarak el ve ayaklann kiigiik
cklemlerini tutan simettik poliartrikiiler bir hastaliktir. Poliartritle sirlt olmayip
daima ecklem dist semptom ve bulgular da gdsteren bir hastalik olarak
bilinmektedii. Ttim vakalardaki genel semptomlar simetrik eklem agnsi ve sisligi
halsizlik ve sabah tutuklugudu:. Siklikla etkilenen eklemler el ve ayak parmaklari
basta olmak iizere el bilegi, diz ve ayak bilegidir (1). Calismalar, geri déntistimsiiz
eklem kikirdak yilkimunin 1omatoid artritin erken doneminde basladigim
gostermekiedir. Bu nedenle tedaviye, eklem hasarindan korunmak icin etken

dénemde baglanmasi zorunludur (3).

Hastahin patogenezi, genetik ve geviesel bazi faktdrlerin tetikleyici
olarak rol oynadiklan ispatlandifi halde, hala tam olarak aydlnlatllamalnwtll‘
Ancak hastaligin baslangict net olmasa da devamliligi saglayanm immunolojik

olaylar oldugu ve bunun eklem hasarinda rol oynadigl iyl bilinmektedir (1).

Romatoid faktériin bir antikor olarak tamimlanmasi ve romatoid aitritli
patogenezinde rol oynayabileceginin ilk kantti olmustur. Hastalifa yakalanan
vakalarin % 80 kadarnin RF seropozitif olmasi bu diisiinceyi gliclendirmistir
(2,3) Ancak bu antikotun kronik inflamatuvar hastaliklain ¢ogunda hatta ileri
yastaki saglikhi  Dbireylerde bile saptanmig olmasi RA i¢in spesifitesini
kisitlamaktadit (4,5).

Guniimiizde Romatoid artrit i¢in RF den ¢ok daha spesifik bir otoantikor
ailesi tamumlanmustir (6). Bu antikorlarnn, yapisinda sitrulin igel‘én proteinlere
karst gelistifi - gosterilmistiz. Sitrulin standart olmayan bir amino asittis ve
translasyon sirasinda proteinlerin yapisina katihmaz Ancak bazi durumlarda
proteinlerin yamsindaki arjininlerin posttranslasyonel enzimatik deiminasyonu ile

sittuline dénmeleri sonucu sitrulin igeren modifive proteinler olugabilit. Bu
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reaksiyon sitiulinasyon olarak adlandirilu ve bu doniislim Ca™ bagimh bit enzim
olan peptidilasjinin deiminaz ailesi tarafindan katalizlenit (10-14, 39-43).
Notthein blot teknigiyle PAD4 proteininin dokulardaki dagilimi incelendiginde,
bu  izoformun szellikle kemik iliginde ve periferik kandaki notrofil ve
monositlerde vilksek miktarlarda sentezlendigi gosterilmistin (43-47). RA’da
petiferik kandan sinoviyuma notrofillerin ve monositlerin g&¢ ettigi bilinmektedir
Inflamasyonun etkisiyle artan Idkosit membran gegirgenligi, hilcie igi Ca™
konsantrasyonunu arttiin. Buda PAD4 enziminin aktive olmasina neden olw
Aktive PAD4, ekstravaskuler fibrin proteinini sitiulinler ve olusan bu modifiye
fibiin proteinine karsi bolgesel Gzellesmis B lenfositler tarafindan otoantikor
sentezi gerceklesit  Sitiulinli peptidlere katst olusan bu antikorlar (anti-CCP)
RA’l1 hastalarin hem éilloviyal dokularinda hemde serumlarinda gosterilmis olup
hastahk igin oldukca spesifiktit. Daha #nce yapilan galigmalar, RF’nin anti-
CCP’ye gore daha duyarh (%62) fakat daha az ozgiil (%84) bir test iken, anti-
CCP’nin RA i¢in oldukca 6zgiil (%98) ve duyaih (%68-75) oldugunu gostermistit
(15,17) Bu otoantikorun sapt.amnasma yonelik gelistirilmis bir ELISA kiti
bulunmaktadr ve bugiin bu parametre RA’nin etken tamsinda ve prognozunun

degetlendirilmesinde RF*den ¢ok daha kiymetli bulunmaktadu (38,41-46).

Bizim bu ¢alismadaki ilk amacimiz romatoid artrit prognozunu yansttmada
anti-CCP’nin etkili olup olmadigim degetlendirmekti Sonugta RA’l vakalatn
serum RF ve anti~-CCP icin duyarlihifini sirasiyla, remisyon donemindeki
vakalarda; %60 ve %80; aktif evredekilerde %70 ve %100, testlerin 6zgiilltgiini
ise RF igin %70, anti-CCP igin %100 olarak bulduk Her iki otoantikorun hastalik
aktivitesi ile iliskisine baktigimizda, kontrole kiyasla RA vakasini ayut etmede,
her iki testinde etkili oldugunu ( RF igin p<0 05 ve anti-CCP i¢in p<0.001) ancak
remisyon ve aktif donem ayiriminda sadece anti-CCP’nin etkili oldugunu gordiik
(anti-CCP igin p<0.001 ve RF igin p>0.05). Bu nedenle anti-CCP’nin RA igin
kullanifan remisyon kiiterleri icinde vyer almasmun dogru olacagim

diistinmekteyiz
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RA’h sinoviyal dokuda anti CCP ve sitrulinlenmis proteinlerin varliginin
gosterilmesi bu alanda PAD enziminin de olmasi geiektigini akla getirmistir.
Bugiin  RA’lr  vakalarin  sinoviyal dokularmda, insitu RT PCR  ve
immunhistokimyasal teknikler kullanilatak sitrulinlenmis proteinletin yamsira
PAD4 ve PAD2 proteinlerinin varhg da kamitlannustir. Sinoviyal dokuda bu
enzimin kayna@ olarak iki hiicre gdsterilmistir; aktive makrofajlar ve nétrofiller
(28). RA’da, periferik kandan sinoviyal dokuya cok sayida monosit ve ndtrofil
gb¢ eder. Ekleme ulasan monositler aktive makiofajlara déniiserek sinoviyal
membiana yetlesitler. Bu hiicielerin PAD2 ve PAD4 sentezledigi ve RA’lilerde
sittulinlenmis protein igerdikleri gosteritmistir (20,28,31,32).

Bu ¢alismadaki bir amacimiz da hastalain periferik 15kositlerinde PAD
enzim aktivitesini lgmek ve hastalik aktivitesi ile iliskisi olup olmadigna
bakmakti. Sonugta 6zellikle aktif donemdeki RA vakalariin MNC  ve
granillositlerinde  PAD enzim aktivitesinin kontrole Kkiyasla anlamli artis
gosterdigini bulduk (PNL i¢in p<0.001, MNC igin p<0.05) Yine remisyondaki
vakalarda da PNL hiicie grubundaki PAD aktivitesini kontrole kiyasla anfamh
derecede yitksek gordilk (PNL i¢in p<0.05) Ancak MNC’lerde anlamli bir
viikseklik bulunmadik (p>0.05). Buna kaisilik, remisyondaki vakalarla aktif
evredeki RA’hléI arasinda hem PNL, hem de MNC PAD aktivitelerinin anlamb
derecede farkh oldugunu gérdik (Her iki hiicre grubunda da p<0.05). Yam sua
hem aktif dénemdeki hem de remisyondaki RA vakalaruun PNL PAD aktivitesi
ile serum anti CCP diizeyleri atasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
saptadik (her iki grup icin de 1=0.73, p<0.05). Bunlara dayanarak romatoid artrit
patogenezinde,. sittulinli peptid otoantijenlerinin olusumuna neden olan PAD
enzim aktivitesinin nétrofillerde daha fazla oldugunu, otoantikor olusumundan
biivilk 6lglide bu hiictelerin  sorumlu oldugunu ve hastahk aktivitesinin
degerlendirilmesinde  6zellikle  periferal  nétiofil  PAD  aktivitesinin

kullanilabilecegini sovleyebiliriz.
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Romatoid artrit multifaktoriyal bir hastaliktu. Bu giine kadar yapilan bi
¢cok  calisma, inflamatuvar eklem patogenezinde ve inflamasyonun
kroniklesmesiinde nitrik oksidin (NO) de rolii oldugunu gostermistir (10-15).
Normal duwrumda eklem i¢indeki major NO kaynagi kondiositler ve sinovisitik
fibroblastlar iken, inflamasyonda eklem igi en dnemli NO kaynaginun, periferden
bilgeye gé¢ eden monostilerin olusturdugu makiofajlar oldugu anlasilmistr
(11,12) Yine inﬂamatuvar eklem alanina go¢ eden nétrofillerin de 6zellikle artan
INOS aktiviteleti iizerinden NOQ  sentezini  arttmarak patogeneze katkida
bulundugunu gosteren ¢alismalar vardir (13,16). IL-1 basta olmak iizere bazi
sitokinlerin uyanisiyla kondrositler, bélgesel makiofajlar ve notrofillerde NO
sentezi artar Airtan NO’nun artrit patogenezinde, kondisitlerde apopitozisini
arttirarak, siklooksijenaz enzimini (COX) ve matriks metalloproteinazlart (MMPs)

aktive ederek etki gosterdigi bilinmektedir (11,12,14,15).

Calismamizda RA’l vakalarm periferik kan noétrofil ve mononiikieer
hticrelerinde nifrik oksit (NO) dlizeyini tayin ettik ve bunlarin hastalik aktivitesi
ile olasi iligkilerini degerlendirdik RA vakalaiinin her iki 16kosit grubunda da NO
diizeyleri ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamii bir fark goremedik

(iki grup i¢in de p>0.05)

Peptidilatjinin deiminaz (PAD), proteine bagh olan arjinin reziduleibu
sittuline modifiye eden ve .bu esnada ortama NH3 salan bir enzimdir. Nitrik oksit
sentaz (NOS) ise serbest arjinini sitruline g¢eviten ve PAD’dan farkli olarak
ortama NO veten bir enzimdir (82) Iki enzim arasindaki iliskiye yonelik yapilan
bii inhibisyon ¢alismasinda nonselektif NOS inhibitérii olan L-NAME ve L —
thiocitrullin’in milimolar diizeyindeki konsantrasyonlarda dahi PAD enzimini
%100 inhibe ettigi gosterilimigtit. Her iki maddenin de PAD'in substrati olan
benzoyl arginine ile yangmaya girdigi goriilmistit. Yine aym ¢alismada ayrica
sentetik bir peptidil arjinin aldehit inhibitérit olan leupeptinin PAD’1 kuvvetle

inhibe ettigi gdzlenmistir (83).
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Diger taraflan PAD 1 son iirtinii olan NH3’iin iNOS  ekspiresyonunu
arttnarak aktive edebilecegi diistiniilmektedir (82). Biitlin bu bulgulaidan, NOS
ve PAD aktiviteleri soniasinda olusan reaksiyon tirlinleti olan setbest ve proteine
bagh sitrulinin  bu enzimlerin aktivitelerini inhibe edebilecegi diigiintilebilir
Avrica bu reaksiyon tiriinlerinden NH3 ve setbest sitrulinin ire déngiisiine katihp
yeniden NOS subtrati olan arjinine déniigmesi miimkiindiit. Bu durum NOS igin

bir substrat saglama yolu olabilir ve dolayh bit PAD-NO iliskisi ortaya ¢ikabilir.

Biz de bu calismada, invitro deney ortamindaki 16kositlerdeki PAD enzimi
aktivitesiyle NO diizeyi arasinda bir baglanti olup olamayacagini arastirdik. Bu
amagcla invitro o_rtamda hazirladigimiz 16kosit havuzunu kisimlara ayidik (106
~ hiicre/ml) ve farkli kuyucuklara pipetiedik Airdindan tiim kuyulart bulmug
oldugumuz en uygun inkiibasyon siiresi olan 1,5 saat boyunca 10ug/ml PHA ile
inkiibe edip hiicreleri aktiflegtirdik Tiim kuyucuklata substrat olarak 107 mol/L,
L-arjinin ilave ettik Bir kuyuyu kontiol olatak buaktiktan sonra, suayla bir
kuyucuga spesifik PAD inhibit6rii leupeptin (50 pumol/L), digerine non spesifik
- NOS inhibitérit L-NMMA (1 mmol/L) ve son kuyucuga spesifik iNOS inhibitorii
NIL (60 pg/ml) koyduk (83). 30 dakikalik inkiibasyon sonunda tiim kuyulardaki
NO diizeyi ve PAD aktivitesine baktigimuzda; leupeptinin PAD aktivitesini %75
azaltwken, NO diizeyini iki katina ¢ikarttigimni, L-NMMA’nin PAD aktivitesini
%40, NO diizeyini %75 azalthigin ve L-NIL’in NO diizeyini %60 azaltuken PAD
aktivitesini iki kat arttudigini saptadik. Bu sonuglara dayanarak, aym substrata
etki eden iki enzim olan PAD ve NOS aktivitelerinin beraber kontrol altina
almmast 6zellikle inflamatuvar patolojilerin tedavisinde daha etkili olacaktr

diyebiliriz.
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SONUCLAR

Romatoid artiitli vakalarda tedavinin degetlendiriimest ve prognozun
takibi agisindan serum anti-CCP diizeyinin bir remisyon kriteri olarak ve
hastalik aktivite indeksi hesaplanmasinda kullanimmin faydal: olacagini

diistinmekteyiz

RA vakalanmn periferal l16kositlerinde 6lgtiigiimiiz NO diizeyleiinin
hastalik aktivitesi ile iliskili bulunmamasi vaka sayimizm diisiik
olmasindan etkilenmis olabilir. Bu sebeple daha genis hasta gruplarinda

galisilmasi uygun olacaktit

RA’da hastalik aktivitesine paralel olarak 8zellikle periferal ndtrofillerde
PAD enzim aktivitesinin belirgin artmasi nedeniyle, hastaligin tedavi
takibinde bu enzim diizeyine bakilmasun ve tedavide PAD enzimini inhibe
edecek ajanlar gelistirilmesini 6nermekteyiz Ancak bu esnada, yaptigimiz
invitro inhibisyon calismasinin sonuglarina dayanarak, gelistirilecek ajanin
PAD ile birlikte NOSu da inhibe etmesine dikkat edilmesi gerektigini

diigiiniiyoruz.
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OZET

Giniimtizde proteinlerdeki sitriilin  rezudilerinin  saptanmasina dayanan,
romatoid artrit i¢in yeni ve oldukea spesifik bir ‘otoantikor sistemi tammlanmigtir.
Sitiilinlenme yada deiminasyon, peptidilarjinin deiminaz (PAD) enzimi tarafindan
katalizlenir. Romatoid artititlilerin sinoviyal membianmda biriken deimine fibrin
protetni otoantikorlarm (anti-CCP) ana hedefidir

Bu ¢aligmadaki ilk amacumz romatoid artirit vakalanmm Iokositlerindeki
PAD enzim aktivitesinin, serum anti-CCP ve NO seviyeleriyle iliskisi olup
olmadigini aragtimakti lkinci amacimizsa saplam Iokositlerde PAD aktivitesi ve
NO diizeyi arasinda iligkiyi aragtinmakti. Bu amagla romatoid artiriti olan 20 vaka ile
saglikh 20 gonilli calismaya dahil edilmistii. Anti-CCP diizeyi ELISA ile, PAD

aktivitesi spektrofotometrik ve NO diizeyi amperometrik metod kullamlarak 6l¢iildil.

Sonugta, romatoid artiritin aktif doneminde olan vakalarda remisyon ve
kontiol vakalarina kiyasla setum anti-CCP diizeyleti ve lokosit PAD aktivitesi

anlaml1 yitksek bulundu (suastyla p<0.001, p<0.05, Mann Witney U Test).

Sonug olarak, romatoid artititli vakalarda tedavinin degerlenditilmesi ve
prognozun takibi agisindan, serum anti-CCP diizeyinin bir remisyon kriteri olatak ve
hastalik aktivite indeksi hesaplanmasinda kullanilmasinm faydalt olabilecegini

diistinmekteyiz.
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ABSTRACT

Recently, a novel and very specific autoantibody system in rheumatoid
arthritis (RA), based on the detection of citrullinated residues in proteins, has been
described. Citrullination (or deimination) is catalyzed by the peptidylarginine
deiminase and involes the deimination of arginine in a peptide context. Deiminated
forms of fibrin deposited in theumatoid synovial membranes are the major taiget of
autoantibodies

In present study, we investigated whether there is relationship between the
PAD activity and the levels of serum anti-CCP and NO in RA patients. In addition to
this relationship, we purposed to investigate between the PAD activity and NO levels
in leukocyte of healthy individuals We divided the individuals into two groups,
which are included 20 RA patients and 20 healthy individuals. The levels of anti-
CCP by ELISA, PAD activity by spectrophotometric and NO levels by amperomettic
was measured

According to our findings, the serum anti-CCP levels and the leukocyte PAD
activity was observed significantly higher in RA patients, who ate in active phase of
RA, than remission RA patients and healthy individuals All parameters were
compared using the Mann-Whitney Test in SPSS package program The levels of

serum anti-CCP can be used as a 1emission index for prognosis and the evaluation of

treatment in RA patients Additionally, it can be useful for calculation of disease
activity index.
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